MONSANTO
imacine’

Demande d’autorisation pour expérimentation
au champ avec des plantes transgéniques.

Mais transgénique (MON 88017 x MON 810)

Programme d’expérimentation annuel pour le développement
de lignées et d’hybrides de mais transgénique :

- protégé contre la chrysomele du mais (Diabrotica virgifera),

- tolérant au glyphosate, matiére active du ROUNDUP®*
- protégé contre la pyrale (Ostrinia nubilalis) et la sésamie (Sesamia spp)

2007

DEMANDE DEPOSEE EN NOVEMBRE 2006 PAR MONSANTO AGRICULTURE FRANCE SAS
IDENTIQUE A CELLE DEPOSEE EN DECEMBRE 2005

Monsanto Agriculture France SAS Novembre 2006 1



SOMMAIRE

INTRODUGCTION ..ottt )

PROBLEMATIQUE ET BENEFICES ATTENDUS DU MAIS MON 88017 X MON 8108

Préalablement a la présentation du dossier réglementaire, ce préambule présente les bénéfices
attendus du mais transgénique MON 88107 x MON 810 pour le désherbage de la culture

de mais ou la protection de celle-Ci Vis-a-Vis de ravageurs. ...........cccevvveieeieiiieseesieesiesnens 8
1) Description de I’événement de mais MON 88017 X MON 810..........cccccurereenerinienenienieenes 8
2) Présentation des trois ravageurs cibles : la chrysoméle, la pyrale et la sésamie ............... 8
3) Les moyens de lutte conventionnels contre ces trois ravageurs..........ccoovevveeeseenvereenenns 17
4) Le mais genétiguement modifié protégé contre des insectes ravageurs: mais Bt ........... 20
5) Le mais tolérant au glyphosate............ccoviieieiiic e 21
A. INFORMATIONS D’ORDRE GENERAL........oooiii et 26
1) Nom et adresse du NOLITIANT. ..........coiiiiiiie e e 26
2) Qualifications et expérience des scientifiques responsables. ..........coccovveiiininieiiinienn, 26
) TR 1 (=0 (VI o] 0] =] PSSRSO 26
B. INFORMATIONS CONCERNANT LES PLANTES RECEPTRICES............c.c...... 27
1) NOM COMPIBL. ...ttt 27
2) Informations concernant 1a reproduCHION..........cocveeveieiiere e 27
3)  CAPACITE UB SUIVIE. ..e.vieiieiiciie ettt ettt e e s be e te e e e sreesbeentesneenneas 28
4)  DISSEMINALION. ..eoviiriiiiie ettt et et et e be e e e e tesbesbesbeabeereeneeseentenees 28
5) Distribution geographique de 1a plante. .........ccooeiiiiiiinnee e 28

6) Pour les espéces végetales qui ne poussent pas habituellement dans les Etats Membres,
description de I’habitat naturel de la plante, y compris les informations sur les prédateurs
naturels, les parasites, les concurrents et les Symbiotes...........ccovvriiiiiiiinieiieseeicse e 29

7) Autres interactions potentielles, pertinentes pour I’OGM, de la plante avec des
organismes dans I’écosystéme habituel ou ailleurs, y compris les informations sur sa

toxicité pour les hommes, les animaux et d’autres organiSmesS. .........cccceevveveerreceesreennenn, 29
C. INFORMATIONS CONCERNANT LA MODIFICATION GENETIQUE. ............. 30
1) Description des méthodes utilisées pour la modification genétique. ..........cccceeveverieennenn. 30
2) Nature et source du VECTEUr ULTHISE...........coiveiuiiieiie e 30
3) Taille, origine des organismes donneurs et fonction recherchées de chaque fragment
constitutif de la région envisagée pour I'iNSErtion...........cccooeviiieniinineneisse e 31
D. INFORMATIONS CONCERNANT LA PLANTE SUPERIEURE GENETIQUEMENT
MODIFIEE. ...ttt ettt sttt resnens 32
1) Description du ou des caracteres et des caractéristiques qui ont été introduits ou modifiés.
.......................................................................................................................................... 32
2) Informations sur les séquences réellement insérées ou delétées. .........ooovvvivriviiviiieinnnnn, 33
3) Informations concernant I’expression de I'INSert. ..o, 36
4) Description des différences entre la plante supérieure génétiquement modifiée et la plante
=00 o1 T OSSPSR 37
5) Stabilité génétique de I’insert et stabilité phénotypique de la plante supérieure
GENELIQUEMENT MOUITIR. ....eviieiiciere e 38
6) Toute modification de la capacité de la plante supérieure génétiqguement modifiée a
transférer du matériel dans d’autres OrganiSMES. .........ccceveereeieieeie e, 38

Monsanto Agriculture France SAS Novembre 2006 2



7) Information concernant les effets toxiques, allergisants ou autres effets nocifs résultant de
la modification génétique sur la sSanté NUMAINE. ........ccoooeriireninees e 38
8) Information concernant la sécurité de la plante supérieure génétiquement modifiée pour la
santé des animaux notamment en ce qui concerne tout effet toxique, allergisant ou autre
effet nocif résultant de la modification génétique, lorsque la plante supérieure
génétiqguement modifiée est destinée a étre utilisée dans I’alimentation des animaux.....40
9) Meécanisme d’interaction entre la plante généetiquement modifiée et les organismes cibles
(1€ CAS ECNEANT).......eeeie ettt e st e e e e s b e e e e e nre s 40
10) Modifications potentielles des interactions de la plante supérieure génétiquement
modifiée avec les organismes non cibles résultant de la modification génétique. ........... 41
11) Interactions potentielles avec I’environnement abiotiqUe. ..........coevverieiiieriereerie e, 42
12) Description des méthodes de détection et d’identification de la plante génétiqguement
L0 0 L T SRS 42
13) Informations, le cas échéant, sur les précédentes disséminations de la plante
gENEtIqUEMENT MOUITIEE. ... .cie e enes 43
E. INFORMATIONS CONCERNANT LE SITE DE DISSEMINATION.........cccceveee. 44
1) Localisation et étendue des sites de diSSEMINALION. .........ccceoviiieiiiiniieresee e 44
2) Description de I’écosysteme des sites de dissemination, y compris le climat, la flore et la
FAUNE. ...ttt e s 45
3) Présence d’especes apparentées sauvages sexuellement compatibles ou d’espéces
cultivées végétales sexuellement compatibIes. ..o 45
4) Proximité des sites de biotopes officiellement reconnus ou de zones protégées
susceptibles d’Etre affeCtEES. .....viii i s 45
F. INFORMATIONS CONCERNANT LA DISSEMINATION. ....cccovvviviiieiierieieienes 46
1) Objectifs de 1a diSSEMINALION. .......ccviiiiiieieeie et e e nae e 46
2) Date(s) et durée prévues de I’OPEration. ..........cccecveiveiieieeie e 47
3) Meéthode de disSEMINAtION ENVISAGEE. .....ecviiveireiieieieie e, 47
4) Meéthode de préparation et gestion du site avant, pendant et aprés la dissémination, y
compris les pratiques culturales et les modes de récolte. .........ccccovevvvievieni e 48
5) Nombre approximatif de plantes (ou de plantes par metre carré)..........cccocevvveveevresinennnn, 48
G. INFORMATION SUR LES PLANS DE SURVEILLANCE, DE CONTROLE ET DE
TRAITEMENT DU SITE ET DES DECHETS APRES DISSEMINATION............. 49
1) PreCAULIONS PrISES ..vovviiiieiiieitieieeieiesiesieste e s teese et et e tesbestesbeateese e e e sbestesbesnesteeseeneeneesenens 49
2) Description des méthodes de traitement du site aprés dissémination............c.ccocceeeveene. 50
3) Description des méthodes de traitement apres dissémination pour le matériel issu de
plantes génétiqguement modifiées, y compris les déchets. ..........ccccovvivevv i 50
4) Description des plans et des techniques de surveillance. ..., 51
5) Description des plans A UIGENCE. ........coviiiiiiiiieieiee et 51
6) Méthodes et procédures de proteCtion AU SITe.........cccveivereiieiieeie e 51

AUCUNE PROCEDURE PARTICULIERE DE PROTECTION DU SITE N’EST
ENVISAGEE. CERTAINES MESURES POURRAIENT EVENTUELLEMENT ETRE
PRISES, S’'IL Y AVAIT LIEU, DURANT LA CONDUITE DE
L’ EXPERIMENTATION. ...ooiiii e 51

H. EVALUATION DU RISQUE ENVIRONNEMENTAL ANNEXE Il (DIRECTIVE
700 (<) 03 =) VOO 52

Monsanto Agriculture France SAS Novembre 2006 ' 3



1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Probabilité que les plantes supérieures génétiquement modifiées deviennent plus
persistantes que les plantes parentales ou réceptrices dans les habitats agricoles ou se
propagent plus rapidement dans les habitats naturels. ............ccocceeveiievr s 52
Avantages ou inconvenients sélectifs conférés aux plantes supérieures génétiqguement
MOGITIBES. .ttt ettt ettt beebeene e es 54
Possibilité de transfert de genes aux mémes especes ou a d’autres espéces végétales
sexuellement compatibles dans les conditions de plantation de la plante supérieure
génétiquement modifiée et avantages ou inconvénients sélectifs conférés a ces especes
VBOBTAIES. ...ttt ettt bRttt e beareere et et nees 56
Incidences immédiates et/ou différées que les interactions directes ou indirectes entre les
plantes supérieures génetiquement modifiées et les organismes cibles, tels que prédateurs,
parasitoides et agents pathogenes peuvent avoir sur I’environnement (le cas échéant)...57
Incidences immédiates et/ou différées que les interactions directes ou indirectes entre le
plantes supérieures génétiquement modifiées et des organismes non cibles (compte tenu
également des interactions d’organismes avec les organismes cibles), notamment les
incidences sur les niveaux de population des concurrents, herbivores, symbiotes (le cas
échéant), parasites et agents PathOgENES. .......c.ccveviieieiere e, 59
Effets immediats et/ou différés éventuels sur la santé humaine résultant des interactions
directes ou indirectes potentielles entre les plantes supérieures génétiqguement modifiees
et les personnes travaillant ou entrant en contact avec la ou les PSGM disséminées ou se
trOUVANT @ PIOXIMITE. ...cveoiiieie ettt e testesnenneas 64
Effets immédiats et/ou différés éventuels sur la santé des animaux et conséquences pour la
chaine alimentaire résultant de la consommation de I’OGM ou de tout produit dérivé s’il
est destiné a étre utilisé en tant qu’aliment pour anNiMaUX..........cccevvevrereiieesieenieeee e 65
Incidences immédiates et/ou différées que les processus biogéochimiques résultant des
interactions directes et indirectes potentielles de I’'OGM et des organismes cibles et non
cibles a proximité du ou des OGM diSSEMINES.........ccccvvviiieiierieiieieese e 66
Incidences immédiates et/ou différées, directes ou indirectes, que les techniques
specifiques de culture, de gestion et de récolte utilisées pour les plantes supérieures
génétiqguement modifiées peuvent avoir sur I’environnement lorsqu’elles sont différentes
de celles utilisées pour des plantes supérieures non génétiqguement modifiées................ 68

10) Détermination du risque global de POGM. ........cccooiiiieii i, 69
BIBLIOGRAPHIE ..ottt ene e 70

Monsanto Agriculture France SAS Novembre 2006 4



INTRODUCTION

Conformément aux exigences de la Directive Européenne 2001/18/CE, ce dossier décrit la
modification génétique des lignées et de variétés hybrides de mais génétiquement modifies
MON 88017 x MON 810 de facon a permettre I’évaluation de I'impact sanitaire et
environnemental de leur dissémination en vue de la délivrance d’une autorisation
d’expérimentation au champ pour I’année 2007.

Les variétés de mais MON 88017 x MON 810 sont obtenues par croisement conventionnel de
lignées de mais transgéniques MON 88017 et MON 810 (Figure 1) :

- le mais MON 88017 est protégé contre la chrysomele, un ravageur coléoptére du
mais, et est tolérant au glyphosate

- le mais MON 810 est protégé contre certains ravageurs lépidopteres (pyrale et
sésamie)

Figure 1 : Présentation de MON 88017 x MON 810

Variété de mais
MON 88017XMON 810

Le mais MON 88017 x MON 810 a hérite d’une part des traits de protection contre la
chrysomele et de tolérance au glyphosate issu de MON 88017 et d’autre part, du trait de
protection contre certains ravageurs lépidopteres cibles (pyrale et sésamie) issu du MON 810.

. Tolérance aux .. .
Lignées .. Résistance aux insectes
herbicides

Lignée MON 88017 | Tolérance au Roundup Efficace contre la chrysoméle

Efficace contre la pyrale et la

Lignée MON 810 .
sésamie

MON 88017 x MON 810 regroupe donc 3 traits :

1. L’expression de la protéine Cry3Bbl (événement MON 88017) qui est une protéine Bt
(issue de Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis) conférant la protection vis-a-vis
de la chrysoméle du mais (Diabrotica virgifera). Cette protection est spécifique des
ravageurs coléoptéres du genre des chrysomélidés. La protéine Cry3Bb1 doit étre ingérée
par I’insecte pour avoir un effet insecticide (Huber and Luthy, 1981). Dans I’intestin de
I’insecte larvaire cible, elle est activée par des protéases (Wolfersberger et al., 1986;
Hofmann et al., 1988a). Chez les insectes cibles, la protéine activée reconnait et se lie
aux protéines spécifiques de la surface des cellules intestinales. L’intestin se trouve alors
paralyse, causant I’arrét de I’alimentation de I’insecte larvaire et sa mort. A noter qu’il
n’y a pas de site de fixation pour la protéine Bt activée a la surface des cellules
intestinales des mammifeéres ; par conséquent, I’homme n’est pas sensible a ces protéines
(Hofmann et al., 1988b; Noteborn and Kuiper, 1995; Sacchi et al., 1986).

2. L’expression de la protéine CP4 EPSPS (événement MON 88107) qui confére la
tolérance au glyphosate. Cet herbicide systémique, non sélectif est absorbé par les parties
vertes des plantes. Dans du mais non tolérant, le glyphosate (N-(phosphonométhyl)glycine)
agit en inhibiteur de I’enzyme 5 énolpyruvyl-shikimate-3-phosphate synthétase (EPSPS).
Cette EPSPS est un précurseur du chorismate, qui est a I’origine de la synthése des acides
aminés aromatiques, tryptophane, phénylalanine et tyrosine ainsi que de nombreuses
hormones, des coumarines, des flavones et des lignines.
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Ce blocage inhibe ainsi la synthese protéique par la plante, essentielle a sa survie. Cette voie
de biosynthése existe chez toutes les plantes et beaucoup de micro-organismes, mais n’existe
pas chez les animaux. La protéine CP4 EPSPS issue d’une bactérie du sol, n’est pas inhibée
par le glyphosate. Son expression dans une plante transgenique permet a la plante de tolérer
le traitement d’herbicides a base glyphosate.

3. L’expression de la protéine CrylAb (événement MON 810), qui confere aux plants de
mais la protection contre certains insectes nuisibles lépidopteres, incluant la pyrale
(Ostrinia nubilalis) et la sésamie (Sesamia spp.). L’activité insecticide de la protéine
Cry1Ab est spécifique aux attaques des larves de Iépidoptéres cibles. Elle agit comme la
protéine Cry3Bb1 mais sur ces ravageurs lépidoptéeres.

Par conséquent, I’utilisation du MON 88017 x MON 810 permettra a I’agriculteur de contrdler
efficacement certains nuisibles du mais, garantissant ainsi une réalisation maximum du potentiel
de rendement, tout en réduisant les charges de production, de conditionnement et de transports
des insecticides, utilisés pour lutter contre la chrysoméle, la pyrale et la sesamie. De plus, I’usage
de traitement au glyphosate permettra un désherbage efficace des parcelles avec un produit
présentant un profil éco-toxicologique favorable.

En 2006, ce dossier de demande de permis sous partie B a déja fait I’objet d’un avis de la CGB
qui a conclu le 27 janvier que le mais MON 88107 x MON 810 « ne présente pas de risque
pour I’environnement et pour la santé publique ».

MON 810 a d’ores et déja été autorisé a la mise sur le marché en Europe, consécutivement a une
revue complete du dossier de notification (C/FR/95/12-02) sous les dispositions de la Directive
90/220/EEC (abrogée par la Directive 2001/18/EC).

En outre, deux autres malis transgéniques exprimant chacun un des traits présents dans MON 88017
ont déja fait I’objet de culture commerciale : MON 863, exprimant une protéine Cry3Bb1 et NK603
exprimant la protéine CP4 EPSPS (Cf. tab. 1).

La protéine Bt Cry3Bb1 exprimée par MON 88017 est quasi identique a la protéine exprimée dans
le MON 863 (un acide aminé de différent sur les 653 de la protéine, homologie de 99,8 %). Les
séquences controlant et favorisant I’expression de ce gene Bt dans la séquence insérée sont
identiqgues. MONB863 est déja homologué pour la culture et la consommation humaine aux USA
depuis 2003. En application de la directive 2001/18/CE, MON 863 est autorisé pour I’import dans
I’Union Européenne depuis 2005. Une demande d’autorisation d’import sous le reglement Novel
Food est également en cours d’instruction.

MON 863 x MON 810 fait I’objet d’une demande d’autorisation pour I’import selon la directive
2001/18 et le reglement 1829/2003 GMFF. Prealablement, les mais MON863 et MON 863 x MON
810 ont déja fait I’objet d’avis jugeant de I’innocuité de ces mais de la part de plusieurs agences en
Europe (AFSSA (2004), CGB (2004), EFSA (2004)).

La tolérance au glyphosate est identique a celle exprimée par NK603. En application de la Directive

2001/18/CE, NK603 a recu une autorisation d’importation dans I’Union Européenne en 2004.
NK603 fait I’objet d’une demande d’autorisation de culture selon le réglement 1839/2003-GM/FF.
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Tableau 1 : Présentation comparée des évenements MON 88017 x MON 810, MON 88017, MONB863, NK603 et

MON 810.
MON88017x MON810 | MON 88017 MONS863 NK603 MON 810
Protéines Cry3Bbl Cry3Bbl Cry3Bbl
exprimées CP4 EPSPS CP4 EPSPS CP4 EPSPS
CrylAb CrylAb
Trait Protection contre la | Protection contre | Protection contre
chrysomele, la chrysomele, la chrysomele Tolérance au
tolérance au glyphosate tolérance au glyphosate Protection contre
protection contre la pyrale et | glyphosate lapyrale et la
la sésamie sésamie
Statut Voir statut MON 88017 Soumis a Commercialisé Commercialisé Commercialisé
réglementaire I’'USDA et au depuis 2003 depuis 1998 depuis 1996
aux Etats Unis FDA en 2004
Statut Soumission 2001/18/CE en | Soumission Autorisé import Autorisé sous Commercialisé
réglementaire 2005 2001/18/CE en sous 2001/18,en | 2001/18-import et depuis 1998
dans I'UE 2005 2005 «Novel Food» en (en Espagne)
Demande import | 2004
sous Novel Food | Soumis pour la
en cours culture
1829/2003-
GMFF
Statut en Demande permis partie B : | Demande permis | Partie C import Partie C import Autorisé a la
France Avis innocuité 12 avril 2005 | partie B : Avis Avis innocuité de | Avis innocuité de | culture en France
(CGB 2005) innocuité 12 avril | lacGB(cGB2004) | la CGB (CGB 2003) JO-3A00198-
(CGB 2005) et de PAFSAA et AFSAA (Afsaa | AGPR9801536A
(Afsaa 2004) 2004-bis)
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PROBLEMATIQUE ET BENEFICES ATTENDUS DU MAIS MON 88017 X
MON 810

Préalablement a la présentation du dossier réglementaire, ce préambule présente les
bénéfices attendus du mais transgénique MON 88107 x MON 810 pour le désherbage de la
culture de mais ou la protection de celle-ci vis-a-vis de ravageurs.

1) Description de I’événement de mais MON 88017 x MON 810

Le mais est une plante de premiere importance dans la nourriture humaine et animale. Ces 50
derniéres années, les rendements de cette culture ont continuellement augmenté grace a la
sélection variétale (meilleures résistances au froid, a la densité, a la verse, au charbon,...) et a
I’amélioration des techniques culturales qui permettent a I’agriculteur de protéger le rendement
de sa culture.

Le mais peut étre exposé a différents types de nuisibles comme :

- des insectes ravageurs qui peuvent provoquer des pertes quantitatives et qualitatives
importantes des récoltes.

- des mauvaises herbes qui entrent en concurrence avec la culture : dans le cas du mais, le
désherbage est d’autant plus important que cette plante est particulierement sensible a la
concurrence des mauvaises herbes dans le démarrage de la culture.

MON 88017 x MON 810 résulte d’un croisement conventionnel entre deux lignées
génétiquement modifiées : MON 88017 (protégé contre la chrysomele (famille des Coléopteres)
et tolérant au glyphosate) et MON 810 (protégé contre la pyrale et la sésamie (famille des
Iépidopteres)) (Figure 1)

Les informations présentées dans ce document sont issues majoritairement de documents du
POECB, d’Europabio, FREDEC, du GNIS, de I'INRA et de I’AGPM Technique *

2) Présentation des trois ravageurs cibles : la chrysomeéle, la pyrale et la sésamie

Depuis 1992, la chrysoméle du mais est apparue en Europe via les Balkans. Ce nouveau
ravageur en Europe est déja considéré par les experts comme trés nuisible dans certains pays
comme la Serbie, la Bosnie et la Hongrie. Les professionnels de I’Europe de I’Ouest sont tres
inquiets car la progression vers I’Ouest de ce coléoptere semble inéluctable.

Dossier 2003 du POECB, Programme Opérationel d’Evaluation des Cultures issues des Biotechnologies
Fiche technique de Europabio sur la pyrale -Septembre 2002

Fiche technique de la FREDEC (Fédération régionale de défense contre les organismes nuisibles des cultures) :
www.fredec-mp.com/accueil.htm (publication) -

Site du GNIS : www.gnis-pedagogie.org/pages/docbio/chap2/2.htm

Le HYPP diffusé par INRA Editions : www.inra.fr/Internet/Produits/HYPPZ/pa.htm

Le manuel de référence technique Mais Grain - Mais Fourrage de L '"AGPM Technique
Le numéro 8 de biotech actu « spécial chrysomele » - Nov —décembre 2003
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En Europe, la pyrale et la sésamie, deux insectes Iépidoptéres sont déja considérés comme des
ravageurs tres nuisibles du mais.

a) Zone de nuisibilité des trois ravageurs cibles

i) La chrysoméle

La chrysomele du mais, Diabrotica virgifera est un coléoptére originaire d’ Amérique centrale, il
a progressivement envahi I’Amérique du Nord. Aujourd’hui, il est le principal ravageur du mais
sur le continent américain. La lutte contre ce ravageur y est la principale utilisation
d’insecticides sur le mais.

Figure 2 : Carte sur la propagation de la chrysoméle du mais depuis 1992.
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La chrysoméle est signalée pour la premiére fois en Europe pres de I’aéroport de Belgrade, en
1992. L’insecte s’est ensuite rapidement répandu dans les pays voisins (Figure 2). Un foyer a été
détecté en Italie en 1998. En ao(t 2002, I’insecte a été signalé pour la premiére fois en France,
en région parisienne a proximité des aéroports d’Orly, de Roissy et du Bourget, grace au
dispositif de piéges a phéromone mis en place par les Directions régionales de I’ Agriculture et
de la forét, les Services regionaux de la Protection des Vegétaux (DRAF/SRPV) et par
I’ Association Générale des Producteurs de Mais (AGPM). En juillet 2003, un nouveau foyer
d’infestation a été identifié en Alsace, prées de I’aéroport de Bale-Mulhouse.

En 2004 et 2005, aucun vol n’a été observé en Alsace. Par contre, plusieurs nouveaux foyers ont
été detectés en lle de France. En 2005, pour la premiére fois, un foyer a été détecté dans le Sud
de la Picardie, a Méru dans I’Oise.

Monsanto Agriculture France SAS Novembre 2006 ' 9



i) La pyrale et la sésamie

La pyrale est présente sur les trois quarts du territoire francais alors que la sésamie est présente
dans le quart sud-ouest (Figure 3). Un tiers des surfaces de mais francaises est infesté par ces
ravageurs et environ 15 % doivent étre protégés par des traitements insecticides classiques ou
biologiques pour parer aux dégats potentiels.

On estime que le seuil de nuisibilité est atteint lorsque la population en culture de mais-grain
atteint 0.8 a 1 chenille par plante a la récolte.

Ainsi, en France, selon les régions et les années, les dégats provoqués par la pyrale ou la sésamie
peuvent occasionner des pertes de rendement atteignant 30%.

Figure 3 — Carte de présence de la pyrale et de la sésamie sur le mais en France

ECB (Ostrinia nubilalis) Sesamia (Sesamia nonagrioides)

b) Biologies et cycles de vie des ravageurs cibles

iii) La chrysomeéle ou Diabrotica virgifera virgifera Le Conte

La chrysomele, Diabrotica virgifera virgifera Le Conte est un coléoptere de la famille des
chrysomélidés. S’il est moyennement nuisible au stade adulte (attaques de soies et de panicules),
au stade larvaire (attaques sur racine), ce ravageur s’avere trés nuisible pour la culture du mais.
A la fin du mois d’aodt, les chrysomeles adultes (Figure 5) pondent de petits ceufs blancs et ovales
de moins de 0,1 mm de longueur. Les ceufs hivernent dans le sol, ils passent I’hiver en diapause et
résistent au froid. Les jeunes larves éclosent de mai a juin, dés que la température du sol atteint 12 a
13°C (figure 4). Les larves (figure 6), semblables a de petites chenilles, possedent trois paires de
pattes. Elles sont blanc jaunatre, avec une capsule céphalique et une plague anale foncées, et
atteignent une longueur de 10 a 18 mm. Les chrysomeles des racines du mais passent par trois
stades larvaires (mues) avant de devenir adultes. Lorsque leur développement est complet, les larves
mesures environ 1,5 cm (fin juin, début juillet). Elles migrent dans le sol vers les racines des jeunes
plants de mais et se nourrissent de ces racines pendant une période de 3 a 4 semaines jusqu’a la mi-
juillet a fin juillet environ.
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Puis elles s’éloignent des racines et se construisent une petite cellule de terre dans le sol dans
laquelle elles se transforment en pupes molles de couleur blanche. Les pupes prennent 1 ou 2 jours
pour se transformer en adultes. Les adultes émergent des cases pupales et sortent du sol a partir de la
fin du mois de juillet ou au début du mois d’aolt. Les éclosions peuvent s’échelonner jusqu’a fin
septembre.

Figure 4 : Cycle de développement de la chrysoméle du mais

Oeut Larve = Pupe (hivernage sous forme d'cuf)

Avril Mai Juin Juillet l Aodt Septembre ‘ Octobre

Les jeunes adultes, qui mesurent 5 a 6 mm, ont des élytres jaune vert striés de noir (figure 5). Ils
volent activement en début et en fin de journée. lls se nourrissent des soies et panicules du mais. Ils
vivent 80 a 100 jours. Les femelles pondent entre 600 et 1000 ceufs d’aodt a septembre. L”humidité
du sol influe sur le nombre et I’emplacement des ceufs pondus. Les chrysoméles pondent plus
d’ceufs dans un sol humide que dans un sol sec. Il n’y a qu’une génération de chrysomeéles par
anneée.

e’ iy o

Figure 5 : Chrysoméle adulte Figure 6 : Chrysoméle larve

iv) La pyrale
La pyrale, Ostrinia nubilalis de la famille des pyralidés, est un papillon de nuit qui est nuisible
au mais au stade larvaire.
A la ponte, les ceufs de pyrales sont regroupés en ooplaques d’une vingtaine d’ceufs déposés a la
face infeérieure des feuilles (Figure 7). La larve atteint 2 cm a son complet développement : elle
est de couleur gris jaunatre et présente sur chaque segment six plaques portant chacune une soie
(Figure 8).
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Figure 7 : Ooplague de pyrale sous une feuille de

mais (Courtin R./ OPIE) Figure 8 : Larve de pyrale (Ostrinia nubilalis)

A I’4ge adulte, le papillon a une envergure de 2 a 3 cm : ses ailes antérieures sont larges, fines
et jaune péle avec de fines stries brunes, dentelées et transversales chez la femelle (Figure 9).
Elles sont plus foncées chez le male : ocre a brun foncé (Figure 10).

Figure 9 : Adulte femelle sur une feuille de mais Figure 10 : Adulte male sur une feuille de mais
(Courtin R/ OPIE) (Courtin R/ OPIE)

Le développement embryonnaire de la pyrale dure 5 a 15 jours. Il est favorisé par une
hygromeétrie élevée, ce qui explique pour partie les niveaux d’infestation variables en fonction
des conditions climatiques de I’année. A I’éclosion de I’ceuf, les jeunes chenilles se dispersent
sur plusieurs feuilles, pénetrent a I’intérieur des cornets des feuilles de mais et s’installent a
leur base pour s’alimenter aux dépens des feuilles enroulées : ceci occasionne des perforations
caractéristiques, visibles ultérieurement lors du développement du mais.

Ces chenilles s’installent ensuite sur la panicule méle a I’intérieur du cornet. C’est a la
floraison qu’elles migrent dans la tige au niveau de I’aisselle des feuilles : elles y creusent
alors des galeries dans la tige, ainsi que dans le pédoncule de I’épi ou I’épi lui-méme.
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En Alsace, les pyrales sont de type univoltine (1 vol), c'est-a-dire qu’elle n’ont qu’un cycle
par an quelles que soient les conditions météorologiques. Dans le reste de la France, on
rencontre des pyrales de type bivoltine (2 vols) qui ont 2 voir 3 cycles par an selon les
conditions météorologiques. Mis a part les années extrémes comme 2003, dans les conditions
météorologiques habituelles, ces larves bivoltines n’ont en général qu’un cycle dans le Nord
de la France et souvent 2 cycles dans la partie Sud (Figure 11).

Figure 11 : Répartition géographique de la pyrale en fonction des cycles
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V) La sésamie

La sésamie, Sesamia nonagrioides, de la famille des Noctuelles est un papillon de nuit qui est
nuisible au mais au stade larvaire

L’ ceuf de sésamie se présente sillonné, blanchatre a la ponte puis rose créeme : ces ceufs sont
déposés a la gaine des feuilles de mais, en petits groupes de dizaines d’éléments ; I’éclosion a
lieu au bout de 10 a 14 jours. La chenille vit quelques jours aux dépens de la gaine des
feuilles avant de gagner la tige ou elle y creuse une galerie. Le développement larvaire dure
environ 45 jours. A son complet développement, la larve mesure 3 a 4 cm de long; sa couleur
varie du jaunatre au brunatre avec le dos teinté de roux (Figures 12, 13 et 14).

Figure 13 : Sesamia nonagrioides (Lefébvre) (Coutin
R. / OPIE) Chenille dans un épi de mais. L'axe de
I'épi a été coupé en deux pour montrer la larve.

Figure 12 : Larve de sésamie (Sesamia
nonagrioides) grossie environ 3 fois (GNIS)

Figure 14 : Sesamia nonagrioides (Lefébvre)
(Coutin R. / OPIE) Adulte au repos sur Mais
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c) Les degats occasionnés

Vi) La chrysomele

Dans le cas d’une attaque de chrysomele, les larves se nourrissent de I’extérieur et de
I’intérieur des racines entre la mi-juin et la mi-juillet (Figure 15), jusqu’a provoquer un déficit
nutritionnel et, dans le cas de fortes attaques, déclencher la verse des plants (Figure 16). Les
adultes se nourrissent du pollen et coupent les soies, ce qui nuit a la pollinisation. La
chrysomele adulte peut parcourir jusqu’a 40 kilométres et plus selon le vent. Un champ
attaqué par plus de 10 larves par pied de mais peut voir sa récolte perdue a 80%.

lj | I'

Figure 15 : Dégats sur racine par les Figure 16 : Dégats dus a la chrysomele
larves de chrysomele dans un champ de mais

vii)  La pyrale et la sésamie

En France, selon les régions et les années, les dégats provoqués par la pyrale et/ou la sésamie
peuvent occasionner des pertes de rendements atteignant jusqu’a 30%. En effet, pyrale et
sésamie sont des papillons dont les larves se nourrissent des tiges et des épis de mais. Leurs
larves forent des galeries dans les tiges de mais et s’attaquent aussi au pédoncule de I’épi,
provoquant ainsi sa fragilisation, voire sa cassure et sa chute. Méme sans dégats apparents, les
galeries creusées dans la tige perturbent la circulation de la séve et le remplissage des grains,
abaissant ainsi le volume mais aussi la qualité de la récolte. Cette qualité se trouve aussi
directement degradée lorsque les chenilles s’attaquent aux grains.

En résumé, les principaux dégats directs et indirects, enregistrés suite a une attaque de pyrale
ou de sésamie sont :

Monsanto Agriculture France SAS Novembre 2006 15



- La perturbation de la circulation de la seve, ce qui provoque un affaiblissement de la
plante toute entiere,

- Des risques accrus de maladies des tiges (fusariose par exemple),

- Larupture trés fréquente de tiges et la chute d’épis avant leur maturité (Figure 17),

- Des pertes nettes de rendement (pertes d’épis, grains plus petits, attaque des grains par
les insectes (Figure 18).

- L’impossibilité de récolter le champ si la verse est trop importante

Les attaques sur les grains causent peu de pertes quantitatives. En revanche, elles augmentent
considérablement le risque que les grains abimés soient attaqués par des microorganismes
pathogénes (Figure 19), dont certains sont connus pour produire des toxines dangereuses
pour I’homme et les animaux (mycotoxines).

. \ B Figure 18 : Dégats dus a la pyrale dans un
Figure 17 : Dégéats sur mais suite a une champ de mais (GNIS)
attaque de pyrale : tige cassée au niveau de I’épi
(Courtin R/ OPIE)

o P L ad L ¥
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Figure 19 : Dégats de larves de pyrales sur épis
(Coutin R. / OPIE). Attaque sur épis de Mais.

La chenille attaque de préférence I'axe de I'épi,

ce qui entraine la pourriture et le desséchement des grains.
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3) Les moyens de lutte conventionnels contre ces trois ravageurs

a) Lachrysomele

Des la confirmation de la présence en France de ce ravageur du mais, un arrété a éte publié en
ao(t 2002. Un plan d’action doit étre entrepris dés sa détection par la pose de piéges a
phéromone afin d’en tenter I’éradication.

Autour du foyer de détection, trois périmetres de luttes concentriques sont définis :

= Zone focale (rayon de 5 Kms) : durant deux ans au moins, des traitements insecticides
sont pratiqués et I’implantation de mais est limité a une année sur trois sur une
parcelle donnée. L année 1, les insecticides visent les insectes adultes pour limiter les
pontes. L’année 2, la lutte vise larves et adultes. Terre, mais frais et matériel agricole
contaminé ne peuvent sortir de la zone.

= Zone de securité (rayon 10 Kms) : traitements identiques a la zone focale mais
rotation limitée a une année sur deux.

= Zone tampon (rayon 40 Kms) : rotation conseillée une année sur deux.
Le rayon de ces zones d’intervention a été déterminé en fonction de la distance que peut
parcourir I’insecte adulte (jusqu’a 40 Kms par an). Dans les trois zones, le piégeage par

phéromone est accru et les producteurs sont informés.

Dans les différents pays touchés par ce ravageur, les deux principales stratégies de lutte sont
la rotation des cultures et I’application d’insecticides.

1° la rotation des cultures :

Le cycle biologique de la chrysoméle s’étale sur pres d’un an (une seule génération par an).
La larve de chrysoméle se nourrit quasi exclusivement de racines de mais. Le fait d’implanter,
par exemple, du soja ou une céréale aprés une culture de mais permet de faire chuter la
population de chrysomele de 98% I’année suivante. Cependant, les informations en
provenance des pays fortement infestés ne sont pas rassurantes: I’insecte adapte son
comportement & son environnement et donc aux cultures utilisées pour la rotation (ex : soja
aux Etats-Unis).

2° I’application d’insecticide :

Aux Etats-Unis, la chrysomeéle est la premiére cause d’utilisation d’insecticides sur malis.
L’essentiel des traitements vise a limiter les attaques de larves au niveau du sol. L’épandage
de produits lors du semis donne cependant des résultats partiels, variant selon la nature du sol,
le pH, I’humidité. Une alternative consiste & enrober les semences de mais avec des
insecticides qui créent un halo répulsif autour des jeunes racines. Cette protection au sol
s’avere souvent insuffisante. Les pulvérisations aériennes contre les chrysomeles adultes
tendent par ailleurs a se développer, afin de limiter les pontes.
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Cependant, la lutte chimique ne fait que limiter les dégats sur les racines du mais car une
proportion considérable de coléopteres survit du fait qu’il est impossible de traiter
complétement un champ.

De plus, ces traitements ont un codt élevé. Chaque année aux Etats-Unis en vue de lutter
contre la chrysomele des racines du mais, une surface de 6 millions d’hectares est traitée avec
des insecticides ce qui représente un codt de 195 millions d’euros.

Associé a une rotation des cultures, le traitement insecticide permettrait de cantonner les
dégats de I’insecte a des niveaux économiquement tolérables.

3° la lutte biologique

Un parasite naturel de la chrysomeéle est actuellement testé aux Etats-Unis. A moyen terme,
des moyens de lutte biologiques sont aussi envisagés : introduction d’un parasite des larves
d’origine mexicaine, sous I’impulsion d’une équipe suisse ; désorientation des femelles par le
biais d’hormones afin de perturber les accouplements, en Hongrie. L’évaluation de ces
approches devrait prendre plusieurs années.

b) La pyrale et la sésamie

Actuellement, deux périodes d’intervention peuvent étre associées pour faire face a ces
parasites : les interventions préventives et les interventions curatives.

1° Traitement préventif :

Les chenilles sont trés résistantes au froid et sont ainsi aptes a passer I’hiver dans les débris de
récolte de mais. Ainsi, un broyage mécanique des résidus de récolte (tiges notamment)
provoque un déchiquetage et donc la réduction du nombre de larves de pyrales ou de sésamies
hivernantes. Ces pratiques sont un frein au développement des parasites I’année suivante mais
s’averent nettement insuffisantes dans les zones fortement infestées.

2° La lutte chimique

La lutte chimique contre la pyrale et la sésamie, reste le procédé le plus fréquemment utilisé.
Les insecticides employés, organophosphorés, benzoyl-urées et essentiellement
pyréthrinoides, présentent une efficacité certaine. Ainsi, les pertes dans la culture du mais,
exprimées en pourcentage du rendement, peuvent atteindre 30% en I’absence de traitement
insecticide. L application du traitement réduit ces pertes de I’ordre de 5 a 10% maximum, en
fonction du niveau d’infestation des populations larvaires et des conditions climatiques de
pré-récolte.

Ces traitements restent imparfaits et relativement difficiles a gérer. En effet, le choix de la
période de traitement est un facteur clé : une fois installées dans la tige, les larves d’insectes
ne peuvent plus étre atteintes. Or, les périodes de ponte sont étalées dans le temps et les
traitements réalisés au-dela des deux premiers stades larvaires sont presque sans effet.
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3° La lutte biologique

La lutte biologique peut s’exercer par le lacher d’insectes parasites spécifiques de la pyrale ou
par le traitement de la culture de mais avec un insecticide a base de bactérie Bacillus
thuringiensis.

=La lutte par des insectes contre la pyrale consiste en lachers annuels de
Trichogrammes dans les parcelles de mais, a raison de 200 000 a 360 000 parasites par
hectare. Les Trichogrammes, insectes quasi microscopiques parasitent les ceufs de
pyrales présents sur les feuilles de mais (Figure 20) : la encore, le choix du moment de
I’intervention est primordial pour garantir une efficacité optimale, intervention qui
doit étre réalisée quasi simultanément avec la période de ponte du lépidoptére. Un
suivi des vols de pyrale est donc nécessaire ; il peut s’opérer au moyen de pieges
contenant des phéromones notamment. Les Services de la Protection des Végétaux
établissent aussi régulierement des bulletins d’alerte et des avis d’intervention dans ce
but.

Figure 20 : Oeufs de pyrale parasités par des Trichogrammes (GNIS)

Précisons que I’efficacité de ce traitement est trés déependante des conditions climatiques et
que la charge en main d’ceuvre est souvent un frein a son utilisation par les agriculteurs.

= La lutte par des bactéries.

Il existe a I’état naturel dans le sol une bactérie (Bacillus thuringiensis : Bt) sécrétant une
protéine nuisible par ingestion pour les larves de pyrale et de sésamie. Cette bactérie, tres
répandue dans I’environnement, est utilisée comme insecte biologique depuis 60 ans,
notamment par des jardiniers et des exploitants forestiers. Son activité insecticide est due a la
synthése d’une protoxine qui se présente sous forme de cristaux protéiques. Une fois ingérée,
cette protoxine est transformée par les sucs digestifs des larves de pyrale et de sesamie, en une
toxine qui bloque le fonctionnement de leur appareil digestif. Ce moyen de lutte n’a pas
connu de développement en France sur le mais du fait d’une efficacité insuffisante contre ces
ravageurs.
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4) Le mais génétiguement modifié protégé contre des insectes ravageurs: mais

Bt

Aujourd’hui, les biotechnologies permettent d’utiliser des protéines Bt de facon efficace pour
lutter contre ces trois ravageurs. Ainsi MON 88017 x MON 810 posséde deux génes Bt,
introduits dans les cellules de mais par transgénése, qui lui permettent de produire deux
protéines de fagon continue et donc de s’auto protéger contre les attaques de ces insectes.

La premiére protéine, Cry3Bbl, exprimée par I’insert de MON 88017 est active uniquement
contre la chrysomele (coléoptére). La seconde protéine, CrylAb, exprimée par I’insert de
MON 810 n'est active que sur les pyrales et les sésamies. La toxicité de ces deux protéines
pour I’homme et pour les animaux non cibles est negligeable.

Cette technologie permettant la protection contre ces ravageurs présente de nombreux
avantages.

Pour I’environnement :

- une diminution globale de I’utilisation des insecticides classiques,

- un moyen de lutte plus spécifique que les insecticides conventionnels qui permet de
mieux respecter les especes non cibles,

- une réduction de la consommation en énergie et en intrants nécessaires a la
fabrication, a I’emballage, a la pulvérisation et au stockage des insecticides.

Pour I’agriculteur :

- Iutilisation des cultures Bt évite aux agriculteurs de manipuler des insecticides
chimiques. Ces derniers sont toutefois sans danger s’ils sont employés correctement.

- le mais Bt constitue une méthode de lutte efficace et simple pour I’agriculteur ;

O avantage ‘pratique’ : moins de temps consacré a détecter les attaques aux
champ et a appliquer les insecticides ;

o amélioration de la qualité des grains : le taux de mycotoxines, en particulier
sur fumonisines, du mais Bt est inférieur a celui des variétés conventionnelles
en cas d’attaque par les pyrales ou sésamies.
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5) Le mais tolérant au glyphosate
Outre la protection contre ces insectes ravageurs, MON 88017 x MON 810 est une culture
tolérante au glyphosate.

Le glyphosate est un herbicide non sélectif, c'est-a-dire qu’il est efficace contre la plupart des
plantes. La modification génétique du mais permet ainsi & I’agriculteur de remplacer son
traitement herbicide habituel sur cette espéce, qui comprend généralement une association de
plusieurs herbicides différents, par un traitement a base de glyphosate. Cette substitution peut
s’accompagner, au cas par cas, d’une diminution de la quantité de matiére active herbicide
appliquée a I’hectare. En plus de cette réduction, le glyphosate est plébiscité par les
agriculteurs et la communauté scientifique depuis plus de 25 ans pour son efficacité et son
excellent profil toxicologique et écotoxicologique.

Le mais tolérant au glyphosate offre une solution supplémentaire de désherbage, alors que
I’interdiction de I’atrazine fait ressortir beaucoup de difficultés de désherbage pour cette
culture.

a) La matiére active herbicide : le glyphosate

Cette molécule dont la structure est voisine de celle des acides aminés, constituants des protéines,
a une formule chimique trés simple sans cycle ce qui facilite sa dégradation par les micro-
organismes.

o o
HO €C CH: N CH: P OH
H OH

Figure 21 : Formule développée de la molécule de glyphosate

b) Le mode d’action du glyphosate

Le glyphosate pénétre par les feuilles et toutes les parties aériennes vertes de la plante. Apres
avoir franchi la barriére de la cuticule, il est transporté par la seve jusque dans les organes
souterrains. Il se fixe et agit de maniere spécifique aux niveaux des zones de croissance de la
plante et la dévitalise de la feuille aux racines.
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c) Le comportement du glyphosate dans I’environnement

Lorsqu’il atteint le sol, le glyphosate est absorbé sur le complexe argilo-humique et perd son
activité desherbante.

En cas de forte précipitation immédiatement apres son application, il peut ruisseler vers des
eaux superficielles (riviéres, lacs...) par entrainement des particules du sol.

Qu’il reste dans le sol ou qu’il soit transféré dans les eaux, le glyphosate se transforme petit a
petit pour former des éléments simples qui pourront a leur tour étre utilisés par les micro-
organismes pour satisfaire leurs besoins en nutriments. Le glyphosate ne s’accumule pas dans
I’environnement. Selon les conditions de température, d’humidité et le type de milieu, le
glyphosate peut mettre de quelques jours a quelques semaines a se dégrader completement.

d) Intérét de la tolérance au glyphosate dans la culture du malis

viii)  Vis-a-vis de I’environnement :

Le glyphosate est un herbicide largement utilisé pour son efficacité contre les mauvaises
herbes qui concurrencent les cultures.

Les herbicides sont trés différents les uns des autres et leur comportement toxicologique et
environnemental est appréhendé grace a un certain nombre de parametres : toxicités aigué et
chronique, dégradabilité par les micro-organismes du sol, mobilité dans le sol, persistance,
solubilité, etc...

Si aucun herbicide n’est idéal au regard de I’ensemble de ces critéres; il a été montré par de
nombreuses études que le glyphosate présente un excellent compromis® en raison de son
profil écotoxicologique, de sa faible mobilité et de sa faible persistance dans le sol.

iX) Vis-a-vis de I’homme et de la faune sauvage, terrestre comme aquatique

Avant toute autorisation de mise sur le marcheé d’un produit phytosanitaire, de nombreuses
études sont réalisées notamment afin d’évaluer la toxicité aigué comme la toxicité chronique.

La toxicité aigué est mesurée par la DL50 (Dose Létale pour 50 % des animaux testés). Cette
toxicité détermine la quantité de produit nécessaire pour déclencher des effets nocifs en une
seule ingestion. Plus la DL 50 est elevée, plus il faut ingérer de produit pour constater un effet
nocif et donc moins le produit est toxique. La DL50 du glyphosate est supérieure a 5 000
mg/kg. A titre de comparaison, le glyphosate est moins toxique que le sel de cuisine (figure
8).

% Le 20 novembre 2001, le glyphosate a été ré-homologué au niveau européen, & l'unanimité des états membres
impliqués. Ce processus de ré-homologation des anciennes matiéres actives vise a examiner tous les dossiers a
la lumiére de la Directive européenne 91/414. Le 21 janvier 2002, la commission européenne a publié ses
conclusions sur la ré-homologation du glyphosate et a conclu gqu’il n’était ni génotoxique, ni cancérogene. En 1986
et 1994, un panel d’experts de la FAO (Food and Agriculture Organization) et de 'OMS (Organisation Mondiale de
la Santé) ont examiné les données toxicologiques et environnementales du glyphosate et ont conclu gu'il n’était ni
mutagéne ni cancérogéne
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Figure 22 : Comparaison de la toxicité aigué (Dose Létale pour 50 % des animaux testés) du glyphosate
avec de composés courants

- Le mode d’action du glyphosate est spécifique du régne vegétal : cette molécule
bloque une enzyme utilisée par la plante pour fabriquer certains acides aminés
essentiels. Chez les animaux et chez I’homme, cette enzyme n’existe pas (les acides
aminés essentiels doivent étre apportés par I’alimentation).

- La toxicité chronique est mesurée par la DJA (Dose Journaliere Admissible) qui
correspond a la dose maximale de substance active qui peut étre ingérée tous les jours
et pendant toute une vie, sans causer d’effet sur la santé. La DJA du glyphosate est de
0,3 mg/kg/j. Par exemple, un consommateur devrait boire plus de 5000 litres d’eau
par jour contenant 0,3 pg/l et pendant toute sa vie pour ressentir un effet néfaste sur la
santé lié au glyphosate.

Ainsi, les cultures tolérantes au glyphosate permettent de remplacer des matiéres actives
herbicides par du glyphosate, qui présente un profil écotoxicologique plus favorable, associé a
une efficacité reconnue.

Selon les infestations de mauvaises herbes, les stratégies de désherbage adoptées, les cultures
tolérantes au glyphosate peuvent permettre de réduire la quantité d’herbicides utilisés. A titre
d’exemples :

- les agriculteurs américains qui appliquent du glyphosate sur un mais tolérant a un
herbicide ont réduit leur utilisation moyenne® d’herbicide de 30% par rapport aux
agriculteurs qui cultivent du mais conventionnel.*

% Ce résultat peut varier d'une région de culture a l'autre et selon le type d’herbicide remplacé.

* Arnold J C; Shaw D R; Medlin C R (1998). ROUNDUP READY® Programs versus conventional programs:
efficacy, varietal performance, and economics. In: Proceedings of the Southern Weed Science Society 51:272-
273. Gianessi L P; Carpenter J E (2001). Agricultural Biotechnology: Updated Benefit Estimates. January 2001.
National Center for Food and Agricultural Policy.

Heimlich R E; Fernandez-Cornejo J; McBride W; Klotz-Ingram S J; Brooks N (2000). Genetically Engineered
Crops: Has Adoption Reduced Pesticide Use? USDA Publication AER-786.
http://www.ers.usda.gov/epubs/pdf/aer786

L.
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- les maisiculteurs américains utilisent en majorité des herbicides qui ont une activité
résiduaire (c’est-a-dire qu’ils restent actifs dans le sol). En 2000, la majorité des
agriculteurs qui ont choisi le mais tolérant au glyphosate ont remplacé ces herbicides
résiduaires par du glyphosate.

Une étude prospective® analyse I’impact en Europe de I’introduction du mais, du colza et de
la betterave tolérants a des herbicides. La réduction de la quantité d’herbicides utilisée a
I’hectare est estimée a 43 % pour le mais, 65 % pour le colza et 37 % pour la betterave
tolérante a des herbicides.

X) Vis-a-vis de I’agriculteur :
Le mais tolérant au glyphosate offrira a I’agriculteur :

- un outil de contréle des adventices dans les cultures de mais a large spectre, incluant
les mauvaises herbes vivaces difficiles,

- un nouveau mode d’action herbicide pour le désherbage du mais, herbicide présentant
un profil toxicologique et écotoxicologique favorable,

- une flexibilité accrue pour traiter les adventices sur la base du ‘si nécessaire’,

- une flexibilité accrue vis-a-vis du stade de développement des mauvaises herbes lors
du traitement.

- un outil supplémentaire de contr6le des mauvaises herbes alors que I’atrazine
(herbicide sélectif du mais) a été récemment interdit et que déja, on assiste au
développement d’une flore jusque la contrélée par I’atrazine et pour lequel il n’existe
a ce jour que peu d’alternatives techniques

D’une maniere générale, plusieurs études ont démontré que les plantes tolérantes a un
herbicide simplifient le contr6le des mauvaises herbes dans la culture :

- le désherbage plus simple, demande moins de temps,

- les applications d’herbicides sont plus efficaces,

- la pression des mauvaises herbes est moins forte dans les cultures suivantes,

- il y amoins de matieres indésirables, comme des graines de mauvaises herbes dans les
récoltes,

- P’agriculteur peut plus facilement adopter les techniques de culture sans labour qui
limitent I’érosion des sols et permettent de lutter contre les gaz a effet de serre.

°R.H. Phipps and J.R.Park, Centre for Dairy Research, Department of Agriculture, The University of Reading, UK.
Publication soumise a comité de relecture, dans Journal of Animal and Feed Sciences. Vol. 11(1), p 1-18 -
Date : Janvier 2002

Monsanto Agriculture France SAS Novembre 2006 24



6) Conclusion :

MON 88017 x MON 810, en alliant les deux modifications génétiques des MON 88017 et
MON 810 permettra a I’agriculteur de profiter simultanément des bénéfices de ces deux
technologies que sont le contrdle de trois ravageurs du mais (la chrysoméle, la pyrale et la
sésamie), et le désherbage de la culture a I’aide du glyphosate, un herbicide foliaire, simple
d’utilisation et présentant un profil toxicologique et écotoxicologique favorable.
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A

INFORMATIONS D’ORDRE GENERAL.

1)

2)

3)

Nom et adresse du notifiant.

MONSANTO AGRICULTURE FRANCE SAS.
Europarc du Chéne

1, rue Jacques Monod

69673 Bron Cedex

Quialifications et expérience des scientifiques responsables.

L’ensemble des données présentées dans ce dossier ont été produites sous la supervision des
scientifiques reconnus sur le plan international dans les laboratoires de Monsanto aux Etats-
Unis.

La rédaction de ce dossier a été réalisée par I’équipe des affaires réglementaires de Monsanto
Europe, dont les responsables possedent une longue expérience dans le domaine des
biotechnologies végétales.

Au sein de Monsanto France, les responsables du projet, ingénieurs et techniciens
d’expérimentation, peuvent faire état de plusieurs années d’expérience en matiere d’essais au
champ avec des plantes génétiqguement modifiees, notamment dans le domaine du mais
transgénique.

Titre du projet.

Programme d’expérimentation d’un an (2007) pour le développement de lignées et
d’hybrides de mais transgéniques MON 88017 x MON 810 protégés contre la chrysomele
(Diabrotica virgifera), tolérants au glyphosate, matiére active du ROUNDUP®® ainsi que
protégés contre la pyrale (Ostrinia nubilalis) et a la sésamie (Sesamia spp.).

MON 88017 x MON 810 est obtenu par croisement conventionnel de lignées
génétiquement modifiées :

e MON 88017 qui est protégé contre la chrysomeéle, un ravageur coléoptére du
mais, et qui est tolérant au glyphosate

e MON 810 qui est protégé contre certains insectes nuisibles lépidoptéres
(pyrale et sésamie)

Aucune modification génétique supplémentaire n’a été impliquée dans I’obtention du
MON 88017 x MON 810. Le croisement regroupant les traits MON 88017 et MON 810
peut se faire lors de la production de I’hybride commercial, chacune des lignées
parentales portant un des deux évenements. Ce croisement peut se faire aussi
antérieurement lors de la sélection d’une des lignées parentales. Dans ce cas une des
deux lignées parentales de I’hybride regroupe les deux évenements.

MON 88017 x MON 810, MON 88017 et MON 810 ont été développées par Monsanto
Company, St Louis Missouri.
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B. _INFORMATIONS CONCERNANT LES PLANTES RECEPTRICES.

1) Nom complet.

a) Nom de famille : Graminae

b) Genre : Zea

c) Espéce : mays

d) Sous-espece : mays

e) Cultivar/lignée : - (événement MON 88017 x MON 810)
f) Nom usuel : mais

2) Informations concernant la reproduction
a) Informations concernant la reproduction.

i) Mode de reproduction.

Le mais est une plante monoique possédant deux inflorescences distinctes :
o les fleurs males, groupées en panicule au sommet de la tige, ne portent que des
étamines entourées de glumelles. Elles apparaissent les premieres (protandrie).
o les fleurs femelles, groupées en un ou plusieurs épis a I’aisselle des feuilles,
n’apparaissent que par leurs longs styles appelés ‘soies’ sortant des bractées ou spathes
entourant chaque épi. Chaque fleur contient un ovaire unique.

ii) Le cas échéant, facteurs spécifiques affectant la reproduction.

La pollinisation du mais en conditions naturelles se réalise principalement par fécondation
croisée (supeérieur a 95%). Un faible taux d’autofecondation est néanmoins possible (inferieur
a 5%). Le mais est une espece typiquement allogame.

iii) Temps de génération.
Le temps de génération du semis a la récolte des grains peut étre estimé a environ 7-8 mois.
Le semis, en France, a lieu a partir des mois de mars-avril.

b) Compatibilité sexuelle avec d’autres especes végétales sauvages ou cultivées, y compris
la répartition en Europe des espéces compatibles.

Il n’y a pas d’hybridation interspécifique possible en France du fait de I’absence d’espéces
voisines ou apparentées se développant spontanément sur le territoire francais.
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3) Capacité de survie.

a) Capacité a former des structures de survie ou de dormance.

Le mais est une plante annuelle qui se reproduit par graines et ne présente pas de moyens de
reproduction végétative en conditions naturelles en Europe. Les semences peuvent présenter
un état de dormance mais leur viabilité est fortement limitée. Les semences sont en effet trés
sensibles aux maladies et au froid. En Europe, il n’y a en général pas de repousses a la suite
d’une culture de mais. En regle générale, seuls les épis non battus peuvent permettre aux
grains de conserver éventuellement une capacité de germination I’année suivante.

b) Le cas échéant, facteurs spécifiques affectant la capacité de survie.

Les graines ne présentent pas de dormance. Les conditions climatiques hivernales de maniere
génerale ne permettent pas la repousse de cette plante. Les pratiques agricoles courantes
conduisent également a la destruction des graines.

4) Dissémination.
a) Forme et étendue de la dissémination.

Le mais en Europe n’est qu’une espéce de grande culture, sa dissémination n’intervient que
dans les espaces agricoles par semis.

b) Le cas échéant, facteurs spécifiques affectant la dissemination.

La dissémination peut s’effectuer par I’intermédiaire du pollen et des graines :

e le pollen provenant de I’inflorescence male est dispersé par gravité et par le vent. Le
début de la libération du pollen a lieu généralement deux ou trois jours avant I’apparition
des soies des épis. La durée de floraison des fleurs méales est de 6 a 10 jours.

o la viabilité des semences est fortement limitée car elles sont tres sensibles aux maladies et
au froid hivernal. C’est pourquoi, il n’y a en général pas de repousses de mais.

5) Distribution géographique de la plante.

Le mais est dépendant de I’homme pour sa dispersion géographique. Le mais est utilisé, soit
comme ensilage, soit pour sa production de grains. Il s’agit de la troisieme culture céréaliére
du monde en terme d’importance. La production francaise de mais est localisée
principalement dans les régions suivantes:

e Aquitaine et Midi-Pyrénées

Facade atlantique et notamment en Poitou-Charentes

Est, Sud-est avec notamment les régions Rhone-Alpes et Alsace

Zone Nord-Loire (Centre, lle de France, Picardie, Champagne-Ardenne...... )
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6) Pour les espéces végétales qui ne poussent pas habituellement dans les Etats
Membres, description de I’habitat naturel de la plante, y compris les informations
sur les prédateurs naturels, les parasites, les concurrents et les symbiotes.

Le mais est une plante originaire d’Amérique centrale qui ne se développe pas en dessous de
9 - 10°C et qui a une température optimale de croissance de 30 - 33°C. En climat continental
(Canada, Europe de I’Est), le mais est cultivé jusqu’au 60eme parallele.

7) Autres interactions potentielles, pertinentes pour I’OGM, de la plante avec des
organismes dans I’écosystéme habituel ou ailleurs, y compris les informations sur
sa toxicité pour les hommes, les animaux et d’autres organismes.

Certains ravageurs (atomaires, blaniules, scutigérelles, taupins, tipules, vers gris, cicadelles,
noctuelles, sésamies, pyrales, pucerons) et certaines maladies (anthracnose,
helminthosporiose, fusariose, charbon, mildiou) peuvent infester la culture.

La chrysoméle du mais n’est pas encore un ravageur du mais en France. Cependant, il est tres
probable que I’aire d’infestation de ce ravageur dans les pays a I’Est de I’Europe va s’étendre
en France. Déja, des individus ont déja été détectes en France, principalement en lle de
France et en Alsace.
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C. INFORMATIONS CONCERNANT LA MODIFICATION GENETIQUE.

Certaines des informations relatives a ce chapitre ont été communiquées en annexe aux
experts de la Commission du Génie Biomoléculaire en charge de I’évaluation de cette
demande.

1) Description des méthodes utilisées pour la modification génétique.

Les lignées MON 88017 et MON 810 qui ont été modifiées génétiquement, ont été ensuite
rétroversées avec des lignées présentant une bonne valeur agronomique puis autofécondées pour
les rendre homozygotes. MON 88017 x MON 810 est obtenu par croisement conventionnel de
lignées génétiquement.

Aucune modification génétique supplémentaire n’a été impliquée dans I’obtention du
MON 88017 x MON 810. Le croisement regroupant les traits MON 88017 et MON 810 peut
se faire lors de la production de I’hybride commercial, chacune des lignées parentales portant
un des deux événements. Ce croisement peut se faire aussi antérieurement lors de la sélection
d’une des lignées parentales. Dans ce cas un des deux lignées parentales de I’hybride
regroupe les deux événements.

2) Nature et source du vecteur utilisé.

Pour la production du mais MON 88017 x MON 810 résultant d’un croisement conventionnel
de lignées, aucun autre vecteur spécifique n’a été utilise.

Les méthodes de modification genétique utilisées dans le développement de MON 88017 et
de MON 810 sont distinctes :

- MON 88017 a été obtenu par transformation d’embryons immatures par des bactéries de
type Agrobacterium souche ABI. Le vecteur de cette transformation est le plasmid PV-
ZMIR39. La souche ABI contient un plasmid Ti désarmé et désactivé qui est incapable
d’induire une prolifération cellulaire vegétale car les géenes responsables, qui sont
présents originellement dans la souche sauvage, ont été supprimés. Le PV-ZMIR39
contient a la fois les séquences de transfert d’ADN (T-DNA) droite et gauche afin de
faciliter la transformation.

La partie du vecteur qui est insérée dans la plante (fragment inséré) contient les géenes
d’intérét suivants :

e Le gene cry3Bbl code pour une protéine dérivée de Bacillus thuringiensis subsp.
kumamotoensis conférant une protection contre la chrysomele du mais.

e Le géne cp4 epsps code pour I’enzyme CP4 EPSPS, qui confére a la plante la
tolérance au glyphosate. L’EPSPS ou 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase a été isolée d’Agrobacterium sp. souche CP4.

- MON 810 autorisé a la mise sur le marché en Europe depuis 1998, a été produit par la
technique d’accélération des particules appliquées a une solution d’ADN contenant deux
plasmides : le plasmide PV-ZMBKO07 contenant le gene crylAb, dérivé de Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki et le plasmide PV-ZMGT10 contenant les genes cp4 epsps
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et gox. Un fragment du plasmide PV-ZMBKOQ7, contenant la séquence ADN d’intérét,
crylAb, a été intégré dans le génome du mais. Aucune séquence du second plasmide,
PV-ZMGT10, n’a eté incorporée dans le génome de la plante. Les details de la
caractérisation moléculaire du MON 810 ont été décrits dans le dossier de notification
(cf. dossier C/FR/95/12-02) sur base duquel I’autorisation de mise sur le marché a été
accordée.

MON 88017 x MON 810 correspond a I’association par croisement conventionnel de
deux évenements distincts au sein d’une méme plante de mais. La nature et la source du
vecteur utilisé pour chacun de ces événements sont donc déja exposées dans leurs
dossiers réglementaires :

- Le dossier ‘partie B’ de MON 88017 en vue de la demande d’autorisation pour
expérimentation en plein champ déposé en France en 2005.
- Le dossier “‘partie C’ de MON 810, C/FR/95/12-02.

Dans ces dossiers, les caractérisations moléculaires détaillées de ces deux événements ont été
transmises en annexe aux experts de la Commission du Génie Biomoléculaire en charge de
I’évaluation des demandes.

3) Taille, origine des organismes donneurs et fonction recherchées de chaque
fragment constitutif de la région envisagée pour I’insertion.

MON 88017 x MON 810 resulte d’un croisement conventionnel entre les lignées de mais
MON 88017 et MON 810.

Le détail des informations relatives a la taille, I’origine et la fonction de chacun des éléments du
fragment inseré dans MON 88017 et dans MON 810 a été transmis en annexe aux experts de la
Commission du Génie Biomoléculaire en charge de I’évaluation de cette demande.

MON 88017 x MON 810 correspond a I’association par croisement conventionnel de deux
évenements distincts au sein d’une méme plante de mais. Les informations sur les régions
envisagées pour I’insertion pour chacun de ces évenements sont donc déja exposées dans
leurs dossiers réglementaires :

- le dossier ‘partie B> de MON 88017 en vue de la demande d’autorisation pour
expérimentation en plein champ déposé en France en 2006.

- Le dossier ‘partie C’ de MON 810, C/FR/95/12-02.
Pour ces deux événements, leurs caractérisations moléculaires detaillées ont été
transmises en annexe aux experts de la Commission du Génie Biomoléculaire en charge de
I’évaluation des demandes.
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D. INFORMATIONS CONCERNANT LA PLANTE SUPERIEURE GENETIQUEMENT
MODIFIEE.

Certaines des informations relatives a ce chapitre ont été communiquées en annexe aux
experts de la Commission du Génie Biomoléculaire en charge de I’évaluation de cette
demande.

1) Description du ou des caractéres et des caractéristiques qui ont été introduits ou
modifiés.

Comme déja évoqué a plusieurs reprises, MON 88017 x MON 810 consiste en la
combinaison, par croisement  conventionnel, de lignées génétiqguement modifiées
MON 88017 et MON 810. Ainsi, ce mais transgénique a hérité d’une part, de MON 88017, le
trait de protection a la chrysoméle et le trait de tolérance au glyphosate. D’autre part, il a
également hérité de MON 810, le trait de protection contre certains insectes nuisibles
Iépidopteres.

Ainsi, de facon identique aux deux lignées de mais portant respectivement les événements
MON 88017 et MON 810, MON 88017 x MON 810 exprime trois protéines: Cry3Bbl,
CP4 EPSPS et CrylAb.

La protéine Cry3Bbl confére a la plante une protection contre la chrysoméle. L’activité
insecticide de la protéine Cry3Bbl est spécifique aux attaques des ravageurs coléoptéres du
genre chrysomélidés. Par consequent, I’utilisation du MON 88017 x MON 810 permettra a
I’agriculteur de contréler efficacement la chrysomele du mais, autorisant ainsi :

e une expression compléte du potentiel de rendement,
e une protection plus fiable et plus simple a mettre en ceuvre que I’usage d’insecticides,

e une protection du mais compétitive vis-a-vis de [I’utilisation des insecticides
classiqguement utilises,

e enfin, il s’agit d’une méthode plus sdre pour I’agriculteur (évite I’exposition a un
insecticide) et pour I’environnement (évite I’usage d’insecticides a spectre large actifs
sur des organismes non cibles).

La protéine CP4 EPSPS confére la tolérance au glyphosate (N-phosphonomethyl-glycine).
L’EPSPS est une enzyme impliquée dans la biosynthése des acides aminés aromatiques chez
les plantes et les microorganismes, par la voie de I’acide shikimique. Il a été montré que les
CP4 EPSPS présentent une affinité significativement réduite pour le glyphosate en
comparaison a d’autres enzymes EPSPS. Cela lui permet de conserver son activité
enzymatique en présence de I’herbicide. En conséquence, lorsque des plantes de mais
exprimant les protéines CP4 EPSPS sont traitées avec du glyphosate, ces plantes ne se
trouvent pas affectées : I’action continue des enzymes tolérantes CP4 EPSPS assure a la
plante ses besoins nécessaires pour la production des acides aminés aromatiques. Grace a la
tolérance au glyphosate, I’agriculteur pourra bénéficier d’avantages, parmi lesquels :

« un nouvel outil a trés large spectre, de contréle des adventices,

« un nouveau mode d’action herbicide pour le controle des adventices dans la culture du
malis,

« I’utilisation d’un herbicide au profil environnemental favorable,
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« une flexibilité accrue pour traiter les adventices sur la base du principe du « tir a vue »,

« le contrble des adventices a un colt competitif,

« une technologie utilisable aussi bien par les agriculteurs de petites comme de grandes
exploitations.

La protéine CrylAb confere aux plants de mais la protection contre certains insectes
nuisibles lépidopteres, incluant la pyrale (Ostrinia nubilalis) et la sésamie (Sesamia spp.).
L’activité insecticide de la protéine CrylAb est spécifique aux attaques des larves de
Iepidopteres cibles. Par conséquent, I’utilisation du MON 88017 x MON 810 permettra
également a I’agriculteur de contréler efficacement ces deux ravageurs du mais.

2) Informations sur les séquences réellement insérées ou délétées.

a) Taille et structure de I’insert et méthodes utilisées pour sa caractérisation, avec indication
des parties de vecteur introduites dans la plante supérieure génétiqguement modifiée ou de tout
ADN vecteur ou étranger restant dans la plante supérieure génétiqguement modifiée.

MON 88017 x MON 810, obtenu par croisement conventionnel de MON 88017 et MON 810,
a hérité des mémes fragments présents dans ces deux lignées.

Si I’on considére I’ensemble des éléments listés ci-dessous, un changement significatif dans
les caractéristiques moléculaires des insertions d’ADN héritées par MON 88017 x MON 810
est considéré comme fortement improbable car :

e Il n’y a pas de mécanisme connu par lequel deux inserts localisés sur des sites
différents de différents chromosomes peuvent stimuler une recombinaison I’'un de
I’autre (s’ils n’expriment pas de protéine impliquée dans le schéma de
recombinaison).

e Chez les eucaryotes supérieurs, comme le mais, une recombinaison potentielle peut
avoir lieu principalement durant la méiose (formation des gameétes). Cependant, si
I’'un ou I'autre des inserts dans MON 88017 x MON 810 était intrinsequement
instable pendant la méiose, cela aurait été détecté lors des études de stabilité
génetique réalisées pour les traits génetiquement modifiés uniques de MON 88017 et
MON 810 : or, aucun phénomene de cet ordre n’a été mis en évidence (Cf. évaluation
de la stabilité des événements MON 88017 et MON 810 sur plusieurs générations).

e La recombinaison mitotique dans les plantes a lieu & une fréquence de 10™/10™ dans
le cas ou des homologies significatives existent entre les cibles (c’est a dire > 500
nucléotides) et ou les séquences pressenties pour cette recombinaison sont
physiquement liées. En ce qui concerne le mais MON88017 x MON810, ou il y a
absence de telles homologies significatives, et ou les sequences ne sont pas liées, les
risques pour qu’une recombinaison ait lieu sont d’une probabilité d’autant plus faible
(Puchta, 1999). En conséquence, la fréquence de recombinaison mitotique entre les
fragments d’ADN hérités de MON88017 et de MONB810 est négligeable dans le mais
MON88017 x MONBS810. Enfin, dans I’hypothése peu probable d’une telle
recombinaison, pour qu’elle ait un effet significatif, elle doit s’effectuer a un stade
trés précoce de développement de la plante. En effet, plus elle aura lieu tardivement,
plus le nombre de cellules affectées sera faible.
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e Enfin, de telles recombinaisons fortement improbables, affectant les deux inserts qui
sont localisés sur des sites différents de chromosomes différents, entraineraient
probablement une translocation chromosomique avec des conséquences létales, ou au
moins certaines défaillances pour la plante entiére (méiose) ou pour les descendants
des cellules affectées (mitose).

Les caractéristiques moléculaires de MON 88017 et MON 810, en particulier les
connaissances relatives a leur stabilité génétique et leur descendance, sont bien connues et
bien documentées. Ces données constituent la meilleure source pour comprendre les aspects
moléculaires des insertions d’ADN dans MON 88017 x MON 810 :

- le dossier ‘partie B’ de MON 88017 en vue de la demande d’autorisation pour
expérimentation en plein champ déposé en France en méme temps que ce dossier en
2005.

- Le dossier ‘partie C’de MON 810, C/FR/95/12-02.

La répeétition des analyses de laboratoires sur MON 88017 x MON 810 n’a donc pas été
jugée nécessaire. Néanmoins, des analyses par Southern blot ont quand méme été
conduites sur MON 88017 x MON 810, MON 88017 et MON 810 afin de confirmer
I’identité de MON 88017 x MON 810. Elles ont permis d’y confirmer la présence des
séquences d’ADN issues de chacun des événements. Cette étude est présentée dans
I’annexe de ce dossier.

b) En cas de délétion, taille et fonction des régions supprimées.

Ce paragraphe n’a pas lieu d’étre renseigné car il ne s’applique pas dans le cas de
MON 88017 x MON 810.
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c) Nombre de copies de I’insert.

MON 88017 et MON 810 contiennent chacun un site d’insertion unique, contenant une seule
copie, et qui segrege de fagcon Mendélienne.

Etant donneé que les lignées de mais utilisées pour effectuer le croisement conventionnel sont
homozygotes pour chacun des événements de transformation MON 88017 et MON 810, ces
deux fragments sont hérités MON 88017 x MON 810, a savoir un premier fragment conférant
la protection contre la chrysomeéle et la tolérance au glyphosate et un second conférant une
protection contre certains insectes lépidopteres. La présence de ces inserts dans
MON 88017 x MON 810 a été confirmée au travers d’analyses par Southern blot (cf.
paragraphe D.2. a)

Par conséquent, MON 88017 x MON 810 contient les deux inserts parentaux, de la méme
facon qu’ils sont présents individuellement dans MON 88017 et MON 810.

MON 88017 x MON 810 correspond a I’association par croisement conventionnel de deux
évenements distincts au sein d’une méme plante de mais. Les informations sur le nombre de
copie de I’insert pour chacun de ces événements sont donc déja exposées dans leurs dossiers
réglementaires :

- le dossier ‘partie B’ de MON 88017 en vue de la demande d’autorisation pour
expérimentation en plein champ déposé en France en méme temps que ce dossier en
France en 2006.

- Ledossier ‘partie C’ de MON 810, C/FR/95/12-02.

Pour ces deux évenements, leurs caractérisations moléculaires détaillées ont été transmises en
annexe aux experts de la Commission du Génie Biomoléculaire en charge de I’évaluation des
demandes.

d) Localisation de I’insert dans les cellules de la plante (intégré au chromosome, aux
chloroplastes ou aux mitochondries, ou sous forme non intégrée), et méthodes utilisées pour
sa détermination.

Les analyses des résultats de ségrégation effectuées sur MON 88017 et MON 810 confirment
un site unique d’intégration des inserts respectifs dans le génome nucléaire des deux lignées.
Des analyses par Southern blot ont par ailleurs démontré la stabilité des séquences insérées
dans MON 88017 et MON 810 et dans leur descendance.

MON 88017 x MON 810 correspond a I’association par croisement conventionnel de deux
évenements distincts au sein d’une méme plante de mais. Les informations sur la localisation
des inserts dans les cellules de plante pour chacun de ces événements sont donc déja
exposées dans leurs dossiers réglementaires :
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- le dossier ‘partie B’ de MON 88017 en vue de la demande d’autorisation pour
experimentation en en plein champ déposé en France en méme temps que ce dossier
en France en 2006.

- Le dossier ‘partie C’ de MON 810, C/FR/95/12-02.

Pour ces deux évenements, leurs caractérisations moléculaires détaillées ont été transmises en
annexe aux experts de la Commission du Génie Biomoléculaire en charge de I’évaluation des
demandes.

3) Informations concernant I’expression de I’insert.

a) Informations concernant I’expression évolutive de I’insert durant le cycle de vie de la
plante et les méthodes utilisées pour sa caractérisation.

Une étude a été conduite pour mesurer les niveaux d’expression des protéines Cry3Bbl,
CP4 EPSPS et Cryl1Ab présents dans les tissus de MON 88017 x MON810 cultivé dans trois
essais au champ conduits en 2002 aux Etats-Unis.

Ces analyses menées par méthodes enzymatiques ELISA, ont été menées simultanément
sur les mais suivants:

- MON 88017 x MON 810,

- MON 88017,

- MON 810,

- Une variété de mais non génétiquement modifié dont le matériel génétique est
représentatif des variétés transgéniques analysées.

Les resultats confirment que :

- les quantités des protéines Cry3Bb1l et CP4 EPSPS détectées dans les échantillons
de fourrage comme dans les grains sont comparables pour le mais MON 88017 et le
mais MON 88017 x MON 810.

- les quantités des protéines Cry3Bbl et CP4 EPSPS mesurées dans le mais non
génétiqguement modifié se situent en dessous des limites de quantification.

- les quantités de protéine CrylAb détectées dans les échantillons de fourrage comme
dans les grains sont comparables pour le mais MONBS810 et le mais
MON 88017 x MON 810.

- les quantités de protéine CrylAb observées dans le mais non génétiqguement modifié
se situent en dessous des limites de quantification.

Cette étude est présentée dans I’annexe de ce dossier.
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b) Parties de la plante ou I’insert est exprimé (par exemple, les racines, la tige, le pollen,
etc...)

Les protéines Cry3Bbl, CP4 EPSPS et CrylAb s’expriment logiquement dans la plante
entiere puisque le promoteur du virus de la mosaique du chou-fleur e35S, (génes cry3Bbl, et
crylAb) et le promoteur de I’actine du riz (géne cp4 epsps) ont été montrés comme
conduisant a une expression constitutive de la protéine encodée dans la plante de mais
génetiquement modifié (Zhong et al., 1996; Kay et al., 1985; Odell et al., 1985).

4) Description des différences entre la plante supérieure génétiguement modifiée et
la plante réceptrice.

a) Mode(s) et/ ou vitesse de reproduction.
b) Dissémination.
c) Capacité de survie.

Sur la base de plusieurs siecles d’expérience avec du mais conventionnel, domestiqué en
Europe, il y a un potentiel négligeable pour le mais d’envahir les habitats naturels ou de
persister dans un environnement agronomique sans I’aide d’une intervention humaine. En
effet, le mais est connu comme une plante n’ayant qu’un faible pouvoir concurrentiel, qui
hors de sa mise en culture, n’a pas d’impact significatif sur I’environnement.

Des variétés de mais MON 88017, MON 810 et de mais conventionnel ont par ailleurs fait
I’objet d’une évaluation comparative au champ pour ce qui concerne leurs caractéristiques
phénotypiques. Les essais conduits avec les mais MON 88017 et MON 810 n’ont mis en
évidence aucun effet inattendu, biologiquement significatif.

Les conclusions favorables de ces essais ont été par la suite confortées par les observations
faites sur les productions commerciales ou aucun effet non anticipé ou adverse n’a été
identifié. MON 810 est cultivé sur plusieurs millions d’hectares dans le Monde depuis 1997.
MON 863, exprimant Cry3Bbl, est commercialisé aux Etats-Unis depuis 2003. NK603,
exprimant CP4 EPSPS est commercialisé aux Etats-Unis depuis 2001 (Cf. Tableau 1).

En conclusion, d’un point de vue agronomique et environnemental, MON 88017 et
MON 810 sont équivalents au mais conventionnel, excepté pour les traits introduits.
MON 88017 x MON 810 étant obtenu par croisement conventionnel, il n’y a pas lieu de
penser qu’il ne soit pas équivalent au mais conventionnel. Par conséquent, aucune différence
dans le mode ou le taux de reproduction, la dissémination des grains de mais, la capacité de
survie ou autres différences agronomiques ou phénotypiques n’est attendue.
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5) Stabilité génétique de I’insert et stabilité phénotypique de la plante supérieure
génétiguement modifiée.

Les analyses sur plusieurs générations de MON 88017 et MON 810 ont montré la stabilité
des événements introduits dans ces mais, a la fois dans les lignées et les hybrides. Les
données de ségrégation pour les mais MON 88017 et MON 810 confirment un site unique
d’insertion dans I’ADN génomique, puisque le fragment qui contient le géne cry3Bb1 présent
dans la descendance du mais MON 88017 et le gene crylAb dans la descendance MON 810
ségrégent dans des proportions Mendéliennes (cf. le détail des informations relatives a la
descendance dans le génome du mais MON 88017 qui ont été transmises en annexe aux experts
de la Commission du Génie Biomoléculaire en charge de I’évaluation de cette demande). Pour le
mais MON 810 ces informations sont inclues dans le dossier C/FR/95/12-02).

6) Toute modification de la capacité de la plante supérieure génétiquement
modifiée a transférer du matériel dans d’autres organismes.

Les observations ont démontré que la morphologie reproductive et les composantes de
rendement de MON 88017 et MON 810 sont inchangées par la modification génétique.
MON 88017 x MON 810 étant obtenu par croisement conventionnel, la production de pollen
et sa viabilité sont comparables. Par conséquent, la fréquence de croisement avec d’autres
variétés de mais ou des especes sauvages (qui ne sont pas présentes en Europe) n’a pas lieu
d’étre différente pour MON 88017 x MON 810 comparativement a celle de MON 88017 et
MON 810, ou aux autres variétés de mais conventionnel (cf. H - Evaluation du Risque
Environnemental-Annexe 2).

7) Information concernant les effets toxiques, allergisants ou autres effets nocifs
résultant de la modification génétique sur la santé humaine.

MON 88017 x MON 810 est issu du croisement conventionnel des deux lignées de mais
génétiquement modifiées, MON 88017 et MON 810. Chacun des traits introduits dans ces
lignées a été hérité par MON 88017 x MON 810 pour aboutir ainsi a I’expression conjointe
des protéines Cry3Bb1, CP4 EPSPS et CrylAb. Ces protéines introduites sont présentes a de
faibles niveaux dans la plante; leurs innocuités respective vis-a-vis de I’alimentation
humaine et animale ont été démontreées, elles se basent notamment sur :

a) une caractérisation approfondie de chaque protéine,

b) la comparaison de ces protéines a des toxines ou allergenes protéiques connus,

c) la vitesse de digestion dans des fluides gastriques ou intestinaux simulés,

d) et la mise en évidence de I’absence de toute toxicité aigué pour chaque protéine dans
des études de gavage oral chez les rongeurs.

Ces informations sont présentées dans des dossiers de demande de mise sur le marché des
mais MON 810 (C/FR/95/12-02) et MON 88017 (USDA # 04-CR-108U). Dans les deux
cas, aucun effet nocif sur la santé humaine ou animale n’a été mis en évidence.

En Europe, des protéines produites par des événements en voie d’homologation et
exprimant les traits de MON 88017 ont déja été évaluées en detail : MON 863 et NK603
(cf. tableau 1). Le trait Bt contre la chrysoméle du MON 88017 permet I’expression d’une
protéine Cry3Bbl quasi identique a la protéine exprimée dans le MON 863 (un acide
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aminé de différent sur les 653 de la protéine, homologie de 99,8 %). La protéine CP4
EPSPS de NK603 est identique a la protéine CP4 EPSPS du MON 88017. Dans les deux
cas, aucun effet nocif sur la santé humaine ou animale n’a été mis en évidence.

Dans la descendance de deux plantes génétiqguement modifiées, il peut étre utile, dans
certains cas, d’évaluer la possibilité que des interactions puissent avoir lieu entre les
nouvelles protéines exprimées. Cependant, pour les raisons évoquées ci-dessous, de telles
interactions sont trés improbables dans le cas des protéines Cry3Bbl, CP4 EPSPS et
CrylAb:

En effet,

a) la protéine CP4 EPSPS a un mode d’action trés différent de celui des protéines Bt,
Cry3Bblet CrylAb.

b) les Protéines Cry3Bbl et CrylAb ont des modes d’actions identiques mais des
spécificités différentes. Elles n’agissent pas sur les mémes familles d’insectes.

c) ces trois protéines ont été montrées comme étant inoffensives au terme de I’évaluation
de sécurité conduite individuellement pour chacune d’elles,

d) et sont présentes en tres faibles quantités dans le mais.

Par conséquent, les conclusions auxquelles ont abouti les évaluations individuelles de
sécurité de chacune des protéines n’ont pas lieu d’étre remises en cause.

De plus, la composition du mais MON 88017 x MON 810 a été comparée a celle de MON
88017, MON 810 et a du mais conventionnel d’origine génétique similaire. Ces variétés de
mais ont été cultivées dans les mémes essais aux Etats-Unis. Les analyses ont porté sur 77
parameétres différents : humidité, teneur en protéine, acides aminés, glucides, matieres
grasses, fibres, vitamines, divers métabolites secondaires, minéraux et cendres. Aucun écart
biologiquement significatif n’a été observé sur ces parametres. Du point de vue de la
composition, le mais MON 88017 x MON 810, MON 88017 et MON 810 sont considérés
comme étant equivalent au mais conventionnel.

Enfin, des protéines de type Cry3Bb1, CP4 EPSPS et CrylAb ont un historique de plusieurs
années d’utilisation sans impact négatif recensé ; utilisation au travers de la consommation de
MONB863 (exprimant Cry3Bb1), de MON 810 et des cultures tolérantes au glyphosate (telles
que NK603), individuellement et en mélange de grains (Cf. Tableau 1). Tous ces produits et
dérivés ont été manipulés et utilisés dans la chaine alimentaire sans qu’aucun effet néfaste
chez les animaux ou chez I’homme ne soit documente.

En conclusion, les évaluations compléetes de la securité individuelle des Cry3Bbl, CP4

EPSPS et CrylAb—établissent qu’il est fortement improbable que ces protéines puissent
engendrer des effets nocifs sur la santé humaine ou animale.
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8) Information concernant la sécurité de la plante supérieure génétiquement
modifiée pour la santé des animaux notamment en ce qui concerne tout effet
toxique, allergisant ou autre effet nocif résultant de la modification génétique,
lorsque la plante supérieure génétiguement modifiée est destinee a étre utilisée dans
I’alimentation des animaux.

La sécurité de MON 88017 x MON 810 et des protéines exprimées Cry3Bbl, CP4 EPSPS et
CrylAb envers la santé des animaux a été discutée dans le paragraphe précédent (D.7),
simultanément a I’évaluation de la santé humaine.

9) Mécanisme d’interaction entre la plante génétiquement modifiée et les
organismes cibles (le cas échéant).

Le spectre des organismes cibles de MON 88017 x MON 810 est la somme de celui de
MON 88017 et MON 810. L’activité insecticide des protéines Cry3Bbl et CrylAb,
exprimées dans MON 88017 x MON 810, est spécifique de certains insectes nuisibles
respectivement chrysomélidés (coléoptére) pour Cry3Bbl et Iépidopteres pour CrylAb.

Comme toutes les protéines Cry issue de souches de Bacillus thuringiensis, les protéines
Cry3Bb1 et CrylAb doivent étre ingérées par I’insecte pour avoir un effet insecticide (Huber
and Lithy, 1981). Sous sa forme cristalline, cette protéine est insoluble en solution aqueuse a
pH neutre ou acide (Bulla, et al., 1977). A Iinverse, le pH alcalin de I’intestin de I’insecte
larvaire favorise sa dissolution ; elle est ensuite activée par des protéases dans I’intestin de
I’insecte. Une fois active, diffuse au travers de la membrane péritrophique de I’insecte vers
I’épithélium de I’intestin moyen (Wolfersberger et al., 1986; Hofmann et al., 1988a). Chez
les insectes cibles, la protéine activée reconnait et se lie aux protéines spécifiques de la
surface des cellules intestinales. L’intestin se trouve alors paralysé, causant I’arrét de
I’alimentation de I’insecte larvaire et sa mort. A noter qu’il n’y a pas de site de fixation pour
la protéine activée des especes de Bacillus thuringiensis a la surface des cellules intestinales
des mammifeéres ; par conseéquent, I’hnomme n’est pas sensible a ces protéines (Hofmann et
al., 1988b; Noteborn and Kuiper, 1995; Sacchi et al., 1986).
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10) Modifications potentielles des interactions de la plante supérieure
génétiguement modifiée avec les organismes non cibles résultant de la modification
génétique.

Le mais cultivé interagit avec de nombreux organismes dans I’environnement, dont les
micro-organismes, la faune et la flore et de nombreux invertébrés résidant dans le sol ou sur
les feuilles. De plus, le mais est une culture sensible a de nombreuses maladies fongiques, a
des nématodes, insectes et acariens nuisibles, que I’agriculteur contréle traditionnellement
par des applications de produits de protection des plantes ou par d’autres pratiques agricoles
telles que la rotation des cultures. Parce que le mais est une bonne source alimentaire, ses
interactions avec les vertébrés sont bien connues, dont les oiseaux et les mammiféres qui
résident ou transitent a proximité des champs ou dans I’habitat agricole et les tours de champ,
les haies ou fossés.

MON 88017 et MON 810 ont été montrés comme étant équivalent au mais conventionnel
(excepté pour les traits introduits).ll n’y donc pas de raison de penser que cela soit différent
lorsqu’on regroupe ces deux évenements par croisement conventionnel. Cette équivalence a
d’ailleurs été vérifiée par I’analyse de la composition de MON 88017 x MON 810 (Cf. D.5).
En conséquence, il n’y a pas lieu de penser que le mais portant ces deux évenements présente
des interactions avec des organismes non cibles dans I’environnement qui soient différentes
de celles du mais traditionnellement cultivé.

Certes, les insectes herbivores du mais peuvent étre exposés aux protéines introduites.
Cependant, MON 88017 et MON 810, ont été préalablement évalués pour leurs interactions
potentiellement significatives avec ces organismes non cibles : les estimations de sécurité
pour les protéines Cry3Bbl, CP4 EPSPS et CrylAb n’ont indiqué aucun risque
environnemental. Sur la base de nos connaissances en terme de pratiques de sélection du
mais, des procedures de tests et de selection des nouveaux hybrides il n’y a pas lieu de penser
qu’une interaction de ce mais ou des protéines nouvellement exprimées avec les organismes
non cibles sera modifiée de maniere significative, en comparaison avec les lignées
MON 88017 et MON 810. De plus, il n’y a pas de mécanisme connu qui permette de croire
qu’un des traits insérés (c’est—a-dire la protection contre certains ravageurs et la tolérance au
glyphosate) puisse altérer I’interaction de I’autre avec les organismes non cibles, quand ils
sont présents simultanément dans MON 88017 x MON 810.

L’absence d’effet adverse de MON 88017 x MON 810 ou de ses protéines introduites sur la
santé des animaux non cibles vertébrés a été établie dans les sections D.7.

Enfin, depuis la premiére commercialisation de MON 810 en 1997, de MON 863 depuis 2003
et NK603 depuis 1998 en Amérique du Nord, aucun effet particulier sur les organismes non
cibles n’a été mis en évidence. Il n’y a dons pas lieu de penser qu’avec I’expression de ces
méme proteines Cry3Bbl, CP4 EPSPS et CrylAb, MON 88017 x MON 810 ait un effet sur
les organismes non cibles.
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11) Interactions potentielles avec I’environnement abiotique.

Comme toute autre plante, le mais cultivé interagit avec I’environnement abiotique (sol, eau
et air), au travers notamment de I’enracinement dans le sol, I’absorption des nutriments et de
I’eau et des échanges de gaz. La production de mais en général a aussi un impact indirect sur
les processus biophysiques et biogéochimiques dans le sol au travers des travaux de labours,
des applications de fertilisants, et de la conduite éventuelle de monoculture dans certaines
régions.

Or, toutes les pratiques agronomiques couramment utilisées pour cultiver le mais
conventionnel dans I’Union Européenne sont applicables dans le cas de la culture de
MON 88017 x MON 810 : aucune technique spécifique de culture, de gestion ou de récolte
n’est requise.

MON 88017 et MON 810 ont été montrés comme étant équivalents au mais conventionnel
(excepté pour les traits introduits) en terme de composition, comme pour ce qui concerne les
caractéristiques morphologiques, de développement, de rendement, de reproduction, de
dissémination, de sensibilité aux maladies, d’état sanitaire de la plante et de survie. Il n’y a
donc pas lieu de penser que MON 88017 x MON 810 soit différent du mais conventionnel au
regard de ses interactions avec I’environnement abiotique.

Pour les protéines Cry3Bbl, CP4 EPSPS et CrylAb dont les genes ont été introduits dans
MON 88017XMON 810, aucune interaction négative n’est connue avec I’environnement
abiotique.

Les familles de ces protéines Bt et EPSPS n’ont pas d’interaction négative connue avec
I’environnement abiotique, et il n’y a donc pas lieu de penser que ces protéines exprimées par
les mais transgéniques se comportent différemment.

12) Description des meéthodes de détection et d’identification de la plante
génétiquement modifiée.

La detection et I’identification des sequences de nucléotides héritées des genes cry3Bbl, cp4
epsps et crylAb ont été réalisées par Southern blot. La quantification des protéines exprimées
Cry3Bb1, CP4 EPSPS et Cry1Ab, a été réalisée par la méthode ELISA.

Alternativement, des plantes peuvent aussi étre pulvérisées avec du glyphosate pour détecter
le phénotype d’expression de la tolérance au glyphosate ou étre utilisées dans des bio-essais
pour déterminer la présence du trait de protection a I’insecte. Les espéces d’insectes
Iépidopteres sensibles telles que Manduca sexta, Trichoplusia ni, ou la pyrale (Ostrinia
nubilalis) peuvent étre notamment utilisées pour identifier les plantes ayant intégré le trait
d’expression de la protéine CrylAb.
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13) Informations, le cas échéant, sur les précédentes disséminations de la plante
génétiguement modifiée.

MON 88017 x MON 810 a fait I’objet de dissémination a des fins expérimentales aux Etats-
Unis mais pas encore en Europe.

Le mais MON 810 a d’ores et déja été autorisé a la mise sur le marché en Europe,
consécutivement a une revue complete du dossier de notification (C/FR/95/12-02) sous les
dispositions de la Directive 90/220/CE (abrogée par la Directive 2001/18/CE).

Il convient de remarquer que d’autres mais portant des traits identiques ont déja fait I’objet de
larges disséminations :

-Le mais MON 863 qui exprime la protéine Cry3Bbl est autorisé a la culture aux
Etats-Unis et au Canada ainsi qu’a I’import en Chine, au Japon, en Corée, au
Mexique, en Russie, aux Philippines, & Taiwan et dans I’Union Européenne (Sous
2001/18).

-Le mais NK603 qui exprime la protéine CP4 EPSPS est autorisé a la culture aux
Etats-Unis, au Canada, en Afrique du Sud, au Japon, en Bulgarie et aux Philippines.
Il est autorisé a I’import en dans I’Union Européenne, au Mexique, en Australie, en
Russie et en Taiwan.
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E. INFORMATIONS CONCERNANT LE SITE DE DISSEMINATION.

1) Localisation et étendue des sites de dissémination.

Les essais seront mis en place dans des champs localisés dans des zones
francaises représentatives de la culture du mais, en accord avec l'agriculteur
exploitant de la parcelle. Un contrat bipartite sera ainsi signé par Monsanto et
I'agriculteur dans lequel seront détaillées les opérations et les modalités de suivi
de l'essai.

Les régions envisagées pour la conduite des essais en 2007 sont les
suivantes : Rhone-Alpes, Poitou-Charentes, Midi-Pyrénées, Centre, Aquitaine,
Lorraine.

Les communes concernées par les essais en 2007 sont citées dans le tableau ci-
dessous :

Régions Communes
Poitou-Charentes Valvidienne (86)
Civaux (86)
Lorraine Beux (57)

Allamont (54)

Moulotte (55)

Foameix-Ornel (55)

Centre Yermenonville (28)
Poinville (28)
Rhéne-Alpes St Maurice de Gourdans (01)

Faramans (01)

Bourgoin-Jallieu (38)

Aquitaine Linxe (40)

Magescq (40)

Layrac (47)

Midi-Pyrénées Fronton (31)

Mauroux (32)

Serignac (82)

La Salvetat de Belmontet (82)

Monclar de Quercy (82)

Les surfaces d’expérimentation maximales pour le mais MON 88017 x MONS810
pour I'année 2007 sont résumeées ci-dessous :

Année Nombre de Surface OGM Surface OGM
sites par site (m?) totale (m?)
2007 26 5000 130000

La surface totale en OGM (relatifs aux dossiers Monsanto) ne dépassera pas
5000 m2 par site.
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2) Description de I’écosysteme des sites de dissémination, y compris le climat, la
flore et la faune.

Les essais seront mis en place dans des zones représentatives de la culture du mais, de fagon
a prendre en compte le plus grand nombre possible de conditions pédo-climatiques
différentes. Selon la localisation de chacun des essais, des variétés d’indice de précocité
adapté seront utilisées.

3) Présence d’espéces apparentées sauvages sexuellement compatibles ou d’especes
cultivées végétales sexuellement compatibles.

Comme précisé dans le paragraphe B.2.b.du présent dossier, il n’y a pas d’hybridation
interspécifique possible en France du fait de I’absence d’especes voisines ou apparentées se
développant spontanément sur le territoire francais. Le genre Zea comprend le mais et les
téosintes ; ces dernieres ne sont pas présentes en Europe.

4) Proximité des sites de biotopes officiellement reconnus ou de zones protégees
susceptibles d’étre affectées.

Il convient de rappeler qu’il n’y a pas d’hybridation interspécifique du mais possible en
France et qu’aucune interaction significative avec des organismes non cibles n’est reportée
dans la littérature. Ces essais seront implantés dans des zones de polyculture, hors de biotope
officiellement reconnu ou de zone protégée qui pourraient étre affectés par ces
expérimentations. Avant implantation, chaque site d’expérimentation fera I’objet d’une pre-
visite par les services de la Protection des Végétaux en charge du controle de ces essais : dans
le cas ou une zone protégee se situerait dans le périmetre de I’essai, les mesures de précaution
et distances d’isolement prises seront de mesure a prévenir tout risque d’affectation de ces
Zones.
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F. INFORMATIONS CONCERNANT LA DISSEMINATION.

1) Objectifs de la dissémination.

Ces essais concernent du mais génetiqguement modifié protége contre 3 ravageurs du mais : la
chrysomele, la pyrale et la sésamie et tolérant au glyphosate :

C'est indispensable : les essais au champ permettent de valider les résultats obtenus en
milieu confiné. L'efficacité d'une technique agricole dépend des conditions agronomiques
locales (climat, pédologie, systéemes agronomiques). C’est avec de tels essais qu’il est
possible de démontrer, au cas par cas, I’intérét de I’amelioration apportée.

C'est obligatoire : I'expérimentation en conditions réelles de culture fait partie des
exigences méme des réglementations européennes et francaises pour la constitution des
dossiers d'autorisation de mise sur le marché.

Dans le cadre de ces essais, plusieurs objectifs seront poursuivis :

a

La réalisation de croisements prévus dans le schéma de création du mais
MON 88017 x MON 810, intégrant le caractere de protection contre la
chrysomele et la tolérance au glyphosate du mais MON 88017 et le caractére
de protection contre certains insectes nuisibles lépidopteres de MON 810,

La production de semences a des fins d’expérimentation ultérieure (par
exemple, pépiniéres de croisement, multiplication de lignées pour
experimentation, production des hybrides expérimentaux),

L’étude des efficacités des programmes de désherbage du mais impliquant
différentes combinaisons de doses et de stades d’application de glyphosate,

La confirmation par des mesures qualitatives/quantitatives (rendements) de la
performance agronomique de ce mais transgénique que ce soit pour les
parameétres conventionnels des variétés de mais, pour la résistance aux
ravageurs ou pour la tolérance au glyphosate.

La vérification de I’équivalence agronomique de ce mais transgénique avec le
mais conventionnel.

La production d’échantillons de matériel végétal nécessaires a la réalisation de
mesures analytiques,

La vérification des performances agronomiques et du respect des regles de
DHS des variétés de ce mais transgénique en vue de leur inscription catalogue
des variétés autorisées.

Des parcelles de présentation de ce mais transgénique installées dans le cadre
d’essai de demonstration technique.

Le stockage et la préparation des semences transgéniques dans nos usines et
laboratoires (tri, nettoyage, traitements de semence, ensachage..) ainsi que
leurs expéditions vers les sites d’expérimentation.
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2) Date(s) et durée prévues de I’opération.

Le programme est prévu sur 1 an : campagne 2007.
Chaque année, I’expérimentation s’étendra de mars a décembre au plus tard.

3) Méthode de dissémination envisagée.

Conformément aux modes opératoires internes de la société, la manipulation des semences
nécessaires a la mise en place de ces essais sera effectuée par du personnel autorisé, qualifié et
averti des mesures préventives a prendre pour éviter toute dissémination. Les semis seront
effectués avec un semoir parfaitement vidangé. Les semences seront introduites dans I’appareil
avec précautions pour éviter les pertes au sol : cette opération sera effectuée sur le site de I’essai.
A la fin du semis, les graines restantes seront récupérées de facon a assurer une parfaite
tracabilité de tout le matériel genetiqguement modifié.

Au cours de I’expérimentation, le site sera régulierement surveillé de facon a veérifier I’état des
barrieres polliniques, le respect du périmetre d’isolement et toutes les autres modalités décrites
dans les protocoles.

De maniere analogue au semis, les appareils de récolte seront nettoyes au champ. Les grains
récoltés seront enfouis dans le sol, incinérés, mis en décharge ou échantillonnés dans des sacs
parfaittment fermés en vue de la poursuite du programme de croisement ou
d’expérimentations ultérieures. La plante entiére restée au champ, ainsi que les grains tombés
accidentellement au sol seront détruits par un moyen approprié, notamment par broyage
mécanique au champ ou fauchage.

Les semences conservées pour une utilisation ultérieure (croisement, expérimentation ou
mesures analytiques) seront transportées du site expérimental vers une station de recherche
pour y étre stockées. Certaines de ces semences pourront éventuellement étre exportées vers
d’autres pays, avec les précautions nécessaires et les permis appropriés. Dans tous les cas,
leur manipulation sera réalisée par du personnel qualifié, apte a en assurer une parfaite
tracabilité.

Monsanto Agriculture France SAS Novembre 2006 47



4) Méthode de préparation et gestion du site avant, pendant et apres la
dissémination, y compris les pratiques culturales et les modes de récolte.

Une préparation classique du sol sera effectuée avant le semis des plantes génétiqguement
modifiées.

La zone expérimentale sera conduite selon les pratiques agronomiques usuelles, y compris
pour ce qui concerne la fertilisation, la protection fongicide et I’irrigation.

En cours de végétation, les traitements pesticides seront réalisés en fonction de I’objectif de
I’essai ; dans certains cas, un désherbage manuel pourra étre réalisé.

A maturité, les épis des plantes transgéniques seront recoltés manuellement ou
mécaniquement et stockés dans des sacs étiquetés et fermés. Des graines pourront étre
conservées pour la poursuite du programme de croisement ou a des fins d’expérimentation
ultérieure. Une partie de ces graines pourra également étre exportée vers un autre pays avec
les précautions nécessaires et les permis appropriés.

Aprés récolte, les épis non nécessaires pour des analyses ou usages ultérieurs seront détruits
par enfouissement dans le sol, incinération ou mise en décharge autorisee. Les résidus
végétaux seront broyés avec soin et enfouis dans le sol.

5) Nombre approximatif de plantes (ou de plantes par metre carre).

La densité de semis variera entre 60000 et 120000 plantes/ha en fonction des zones de culture
et donc des pratiques agricoles locales, ainsi que selon la précocité des hybrides
expérimentaux utilisés.
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G. INFORMATION SUR LES PLANS DE SURVEILLANCE, DE CONTROLE ET DE
TRAITEMENT DU SITE ET DES DECHETS APRES DISSEMINATION.

1) Précautions prises

a) Distance (s) des autres especes végétales sexuellement compatibles, especes parentales
sauvages et cultivées.

Il n’existe pas en Europe d’espéces sauvages sexuellement compatibles avec le mais cultivé : par
conséquent, aucune précaution particuliére vis-a-vis de telles especes végétales n’a lieu d’étre.

Concernant les mesures prises vis-a-vis des cultures de mais qui peuvent se situer dans le
périmétre de I’essai, deux cas de figure doivent étre distingués en fonction de I’objectif poursuivi
sur le site d’expérimentation.

Cas 1 : Essais détruits avant la floraison des panicules males.

Dans cette situation, les objectifs de I’essai sont atteints précocement dans la campagne, par
conséquent I’essai implanté est détruit avant la floraison des panicules méles ; aucune précaution
particuliére n’est requise du fait de I’absence d’émission de tout organe pollinisateur.

Cas 2 : Essais conduisant a la production de graines a des fins d’analyse ou d’évaluation.

Dans cette situation, I’essai implanté doit, pour les besoins de la recherche, étre poursuivi jusqu’a
la production de grains (étude du rendement), ou de semences (pépiniere de lignées). En
conséquence, soit les plantes de ce site d’expérimentation seront castrées ou ensachées, soit une
distance d’isolement de 400 m de toute autre culture commerciale de mais sera respectée de
facon a éviter tout croisement, comme exigé dans les précédents permis d’expéerimentation.

b) Mesures visant a minimiser ou a empécher la dissémination de tout organe reproducteur
de la plante supérieure génétiqguement modifiée (par exemple pollen, graines, tubercules).

Comme détaillé dans les paragraphes 3 et 4 du chapitre F, les semences pour expérimentation
seront manipulées par du personnel autorisé, qualifié et averti des mesures préventives a prendre
pour éviter toute dissémination : une tracabilité scrupuleuse des semences avant, pendant et aprés
semis sera réalisée.

Cas 1 : Essais détruits avant la floraison des panicules males.

La destruction de ces essais sera réalisée antérieurement a I’apparition de tout organe
reproducteur. En conséquence, aucune mesure particuliere n’est requise.
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Cas 2 : Essais conduisant a la production de graines a des fins d’analyse ou d’évaluation.

En plus d’une des mesures présentées précédemment (castration, ensachage ou isolement de 400
m de toute autre culture de mais commerciale), ces essais seront entourés d’une barriére
pollinique de 4 rangs de mais non transgeniques servant de piege a pollen. Enfin, les produits de
la récolte, a I’exception des échantillons préleves pour analyse, seront détruits par enfouissement,
incinération ou mis en décharge autorisée.

2) Description des méthodes de traitement du site aprés dissémination.

Dans tous les cas, tous les produits du végétal issus de la parcelle expérimentale sont
exclusivement destinés a I’expérimentation ou sont détruits au terme de I’expérimentation.

Ainsi, les plantes entiéres seront détruites par un moyen approprié, généralement par broyage
mécanique et enfouissement dans le sol. En cas de récolte, les grains obtenus seront détruits
par enfouissement dans le sol, incinération ou mise en décharge, une fois I’ensemble des
données agronomiques génerées. Certains échantillons pourront étre préleves a des fins
d’analyses ou d’expérimentations ultérieures.

Cas 1 : Essais détruits avant la floraison des panicules males.

Ces essais, détruits en cours de végétation, avant toute production de grain, ne se trouvent pas
exposés a la présence potentielle de repousses I’année suivante et donc ne nécessitent pas de
suivi particulier.

Cas 2 : Essais conduisant a la production de graines a des fins d’analyse ou d’évaluation.

Pour ces essais poursuivis jusqu’a la production de grains ou de semences, un suivi I’année
suivante sera effectué de fagon a surveiller les repousses éventuelles et a les détruire avant
leur floraison. De fagon & pouvoir réaliser ce suivi efficacement, une rotation des cultures
sera mise en place ; excepté dans le cas ou une nouvelle culture expérimentale de mais, non
destinée a une filiere commerciale ou alimentaire serait implantée.

Pour les essais poursuivis jusqu’a la production de grains ou de semences, une surveillance
sur les sites sera réalisée afin de détruire toutes repousses éventuelles de mais I’année qui suit
la fin de I’essai.

3) Description des méthodes de traitement apres dissémination pour le matériel issu
de plantes génétiquement modifiées, y compris les déchets.

Tous les produits végétaux issus de ces expérimentations seront détruits a I’exception
d’échantillons prélevés a des fins d’analyses ou d’expérimentations ultérieures. Ainsi les plantes
entieres seront détruites essentiellement par broyage mécanique au champ et enfouissement au
sol, les produits de la récolte, s’il y a lieu, seront détruits par enfouissement au sol, incinération
ou mise en décharge autorisée. Dans tous les cas, aucun produit végétal issu de ces essais
n’intégrera une chaine d’alimentation humaine ou animale.
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4) Description des plans et des techniques de surveillance.

Des visites réguliéres seront effectuées sur chacun des sites d’expérimentation. Ce suivi
régulier permettra d’identifier de facon précoce tout événement ou développement qui n’est
pas souhaitable. Notamment, des visites auront lieu aprés semis et avant la floraison de fagon
a s’assurer du respect, s’il y a lieu, du périmetre d’isolement.

L’année qui suit la conduite des essais poursuivis jusqu’a la production de grains ou de
semences, une surveillance sur les sites sera réalisée afin de détruire toutes repousses
éventuelles de mais. De facon a faciliter ce travail, la culture de la rotation sera differente
d’une culture de mais, excepté s’il s’agit a nouveau d’une expérimentation non destinée a une
filiere commerciale industrielle ou alimentaire.

5) Description des plans d’urgence.

L’evaluation du risque environnemental (cf. Annexe Il - Evaluation du Risque
Environnemental) indique que le risque environnemental lié a la mise en culture de ce mais
est négligeable. Par conséquent, les stratégies de gestion du risque de
MON 88017 x MON 810 n’ont pas lieu d’étre différentes de celles du mais conventionnel.

Cependant, en plus des observations des parameétres agronomiques qui sont la base de
I’expérimentation planifiée, un plan de surveillance régulier sera mis en place tout au long de
la conduite de I’expérimentation et permettra d’identifier précocement tout événement ou
développement non souhaitable, d0 a des phénoménes extérieurs comme les conditions
climatiques défavorables. En conséquence de quoi, les essais peuvent étre interrompus a tout
moment par les moyens de destruction suivants :

« Destruction chimigue : traitement avec un herbicide conventionnel non sélectif du mais
(approprié a la destruction de I’OGM considére)

» Destruction mécanique : manuel ou fauchage et/ou travail du sol selon le nombre de
repousses.

Dés qu’un élément du plan d’urgence est mis en place, le Service de la Protection des
Végetaux est immediatement informé et consulté sur les suites éventuelles a donner.

A la fin de I’expérimentation au champ, un rapport sera rédigé et transmis aux membres de la
Commission du Génie Biomoléculaire. Ce rapport détaillera, s’il y a lieu, tout effet néfaste
environnemental non attendu qui aurait été observé dans le cadre de cette surveillance
générale et les actions correctives qui ont été mises en place.

6) Méthodes et procédures de protection du site.

Aucune procédure particuliéere de protection du site n’est envisagée. Certaines mesures
pourraient éventuellement étre prises, s’il y avait lieu, durant la conduite de
I’expérimentation.
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H. EVALUATION DU RISQUE ENVIRONNEMENTAL ANNEXE Il (DIRECTIVE
2001/18/CE)

Cette analyse du risque environnemental suit le plan de I’annexe 11 (Directive 2001/18/CE).

1) Probabilité que les plantes supérieures genétiquement modifiées deviennent plus
persistantes que les plantes parentales ou réceptrices dans les habitats agricoles ou
se propagent plus rapidement dans les habitats naturels.

Le mais conventionnel, originellement introduit en Europe il y a plus de 500 ans, est une
culture annuelle qui n’est pas par nature persistante ou invasive. Ainsi, elle n’est pas présente
dans I’environnement sans intervention humaine ; en raison de la sélection culturale qui a eté
opérée au travers des siecles, elle n’est en effet pas apte a survivre en tant que mauvaise
herbe.

Le mais ne se multiplie pas par régénération naturelle par voie végétative. Outre le grain de
pollen, la principale structure de survie est la graine semence. Contrairement aux adventices,
le mais a une inflorescence femelle (soies) sur une pointe centrale rigide (épi) incluse dans
une enveloppe (feuilles modifiées) : cette structure ne prédispose pas les semences a une
dissémination naturelle. Neéanmoins, elles peuvent étre disséminées par les moyens
mécaniques utilisés lors des récoltes, lors de dommages causés par des insectes ou par le
vent, ou encore par des animaux sauvages traversant la culture. Chacun de ces événements
peut entrainer la chute d’épis matures ou de semences, que I’on retrouve alors apres la
récolte. Bien que, dans des conditions tempérées, ces semences puissent en théorie se
conserver dans le sol pendant I’hiver et germer I’année suivante, le mais ne peut pas persister
en tant que mauvaise herbe (Hallauer, 1995).

Ainsi, en dépit des 3,1 millions d’hectares cultivés en France et du transport des récoltes qui
s’opérent parfois sur plusieurs centaines de kilometres par la route, le train ou les voies
navigables, il n’a pas été répertorié de repousses de mais aux abords des clétures, des fosseés
ou des bords de routes. Les études de populations de plantes spontanées dans des champs de
jachére en France (Mamarot et Rodriguez, 1994 ; Bodet et al., 1994) ont mis en évidence
I’absence de repousses de mais.

De par leur nature, les graines de mais n’expriment pas de dormance et sont extrémement
sensibles au froid. De ce fait, d’une maniére générale, les graines tombant de I’épi sur le sol se
mettront a germer, écloront et périront sous I’effet du gel en automne ou début de I’hiver de la
méme année. C’est pourquoi, dans les conditions européennes, les chances de conservation dans
les sols des graines de mais, et par voie de conséquence les risques d’apparition de repousses
dans les cultures de la rotation sont tres faibles.

Si toutefois ces graines parvenaient a hiverner, les repousses dans les cultures de la rotation
seraient rapidement éradiquées par les pratiques agronomiques actuelles, que sont notamment la
mise en place de la culture suivante et les pratiques de désherbage a base de divers herbicides
sélectifs. Enfin, le mais cultivé ne présente pas la méme capacité d’adaptation et donc de survie
gue les mauvaises herbes (Hallauer, A.R., 1995).

Monsanto Agriculture France SAS Novembre 2006 52



Ainsi, dans les conditions climatiques francaises, I’apparition de mais sauvage est inconnue : on
ne rencontre pas de mais sauvage comme des mauvaises herbes, aux abords des champs, des
fossés, des trottoirs ou des jardins.

Le mais transgénique a été cultivé sur 19.3 millions d’hectares en 2004, dont environ 11.2
millions de mais résistants aux insectes (ISAAA, 2004), dans 16 pays. La culture de mais
transgénique a commencé dés 1996. Il n’a été rapporté aucune information indiquant une
persistance accrue ou une propagation dans le milieu.

Outre les graines, le pollen de mais peut également étre considéré comme une structure de survie.
Toutefois, sa capacité de survie est relativement limitée et ce, d’autant plus en fonction des
conditions climatiques. D’une maniere générale, le pollen du mais peut se disperser alentour sur
une courte distance, se déposer sur les fils de spathe de la méme espéce ou d’une espece
différente, germer presque immediatement apreés la pollinisation et terminer la fécondation dans
les 24 heures. A température élevée, la capacité de survie de ce pollen de mais n’est souvent que
de quelques minutes (Herrero, M.P. and Johnson, R.R.; 1980): il se desséche rapidement
(Hoekstra, F.A. et al.; 1989). Dans ces conditions, I’inflorescence méle peut dépérir avant méme
la dissémination de pollen viable (Lonnquist, J.H. and Jungenheimer, R.W.; 1943). A I’inverse,
des conditions environnementales plus tempérées peuvent prolonger la viabilité du pollen de
quelques heures (Jones, M.D. and Newell, L.C.; 1948).

Ces observations, valables dans le cas des cultures de mais conventionnelles s’appliquent a
I’identique aux MON 88017 et MON 810. En effet, il a été montré qu’a I’exception des traits
introduits, ces mais sont équivalents au mais conventionnel. En effet, des essais au champ ont
permis de valider que ses caractéristiques phénotypiques, agronomiques, de reproduction, de
survie et de dissémination ne sont nullement différentes comparativement au mais
conventionnel.

Enfin, dans le cas ou des grains de mais de variétés hybrides MON 88017 x MON 810
(génération F2) seraient dispersés et parviendraient a germer dans I’environnement, la vigueur
des plantes resultantes est attendue comme étant moindre que celle typique des cultivars hybrides
commerciaux de mais. Cette vigueur réduite résulterait du fait que, comme pour tout mais
hybride, le phénotype des plantes résultantes F2 est variable et trés différent du phénotype
homogene désiré des plantes hybrides F1. En conséquence, la croissance, le développement et le
rendement de ces plants résultants F2 est variable et leur vigueur, leur morphologie ressemblent
souvent a celle des lignées parentales moins vigoureuses a partir desquelles les semences F1 ont
été produites.
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En conclusion, puisque la modification génétique n’a pas entrainé de différences biologiques
donnant un avantage significatif aux MON 88017 et MON 810 en comparaison au mais
conventionnel, il est fortement improbable que MON 88017 x MON 810 obtenu par
croisement conventionnel soit plus persistant au champ ou plus invasif dans les
environnements naturels que le mais conventionnel. Les traits introduits lui conférent
seulement un avantage sélectif limité (protection contre des insectes nuisibles coléopteres et
Iépidoptéres, tolérance au glyphosate) de courte durée, peu répandu dans I’espace et ayant des
conséquences négligeables sur I’environnement.

2) Avantages ou inconvénients sélectifs conférés aux plantes supérieures
génétiguement modifiées.
Présence de nouvelles caractéristiques.

Comparé au mais conventionnel, les nouvelles caractéristiques introduites dans
MON 88017 x MON 810 se limitent a :

- L’expression de la protéine Cry3Bbl qui protége le mais de la chrysomele, un insecte
coléoptére ravageur du mais,

- L’expression de la protéine CP4 EPSPS ayant une affinité réduite pour le glyphosate et
conférant a la plante une tolérance a cet herbicide

- L’expression de la protéine CrylAb qui protége le mais de certains insectes nuisibles
Iépidopteres, la pyrale et la sésamie.

MON 88017 et MON 810 ont été montrés comme étant équivalent au mais conventionnel
(excepté pour les traits introduits). Il n’y donc pas de raison de penser que cela soit différent
lorsqu’on regroupe ces deux événements par croisement conventionnel. Cette équivalence a
d’ailleurs été vérifiée par I’analyse de la composition de MON 88017 x MON 810 (Cf. D.5). Par
conséquent, dans la suite de ce développement, I’évaluation de tout avantage ou désavantage
sélectif conféré a MON 88017 x MON 810 sera limité aux seuls traits introduits, a savoir la
protection contre les insectes ravageurs et la tolérance au glyphosate.

Les protéines Cry3Bb1, CP4 EPSPS et CrylAb exprimées par MON 88017 x MON 810 sont
bien connues et documentées.

e L’ activité insecticide de la protéine Cry3Bbl (exprimée par MON 88017) est spécifique
aux attaques des insectes chrysomélides (famille des coléoptéres), dont la chrysomele
(Diabrotica virgifera): Cette protéine n’affecte pas d’organismes non cibles dans
I’environnement (cf. question 5 de ce chapitre d’évaluation du risque environnemental).

e Les protéines CP4 EPSPS (exprimee par MON 88017) sont membres d’une famille de
protéines, les protéines EPSPS (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase), qui sont
des enzymes connues pour étre omniprésentes dans la nature, ne posséder aucune toxicité
et ne conférer aucun avantage/désavantage sélectif aux plantes, algues, champignons,
microorganismes qui les expriment. Ainsi, dans les environnements ou I’absence
d’application de glyphosate n’induira pas de pression sélective, le trait de tolérance au
glyphosate ne conférera aucun avantage ou désavantage sélectif et ne sera pas d’une
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importance compétitive directe pour les plantes sauvages, ni indirecte pour la faune et la
flore interagissant avec ces plantes sauvages.

e L’ activité insecticide de la protéine CrylAb (exprimée par MON 810) est spécifique aux
attaques de larves de certains insectes nuisibles cibles lépidoptéres des champs de mais,
dont la pyrale (Ostrinia nubilalis) et la sésamie (Sesamia spp.) : elle n’affectera pas
d’organismes non cibles dans I’environnement (cf. question 5 de ce chapitre d’évaluation
du risque environnemental).

L’expression de ces protéines ne confere pas d’avantage ou de désavantage sélectif au mais
dans les environnements naturels puisqu’en aucun cas, MON 88017 x MON 810 n’est une
plante envahissante comme les mauvaises herbes. En effet, pour les raisons décrites dans la
question 1 de cette annexe 11, la probabilité que MON 88017 x MON 810 se comporte comme
une adventice ou survive dans les habitats naturels sous les conditions climatiques
européennes est négligeable.

Dans les habitats agricoles, la tolérance au glyphosate du mais MON 88017 x MON 810, en
opposition a la sensibilité au glyphosate des adventices présentes dans la culture, fournit un
avantage a ce mais, mais cela constitue une caractéristique de base des systémes
agronomiques qui ne s’exerce que, lorsque la culture est désherbée avec un herbicide
contenant la matiére active glyphosate.

De la méme facon, le trait de protection contre les ravageurs fournit un avantage sélectif a
MON 88017 x MON 810 par rapport aux cultures de mais conventionnel (non traités), mais
ce, uniquement dans les champs ou il y a une pression réelle herbivore par ces insectes
nuisibles.

Ainsi, ces deux avantages compétitifs introduits ne sont d’intérét que dans les habitats
agricoles (c’est-a-dire les champs cultivés), sous certaines conditions et sont limités dans le
temps depuis le semis jusqu’a la récolte, puisque la probabilité de persistance au champ d’un
plant de MON 88017 x MON 810 éventuellement non récolté est négligeable (cf. question 1
de ce chapitre). Quand bien méme, des repousses rares seraient observées, elles seraient
rapidement contrélées par les moyens mécaniques, ou par les pratiques de désherbage
couramment utilisés dans les cultures de la rotation.

En conclusion, la probabilit¢ que les traits introduits dans MON 88017 x MON 810
conféerent un avantage ou désavantage significatif compétitif d’importance pour les
environnements naturels est négligeable.

A I’intérieur des champs de mais commerciaux MON 88017 x MON 810, ces plants de mais
présenteront seulement un avantage sélectif vis-a-vis :

Monsanto Agriculture France SAS Novembre 2006 55



- des plants de mais conventionnels non protégés contre les insectes en présence d'une
pression réelle herbivore par des insectes nuisibles cibles.

- des adventices sensibles au glyphosate suite au traitement avec du glyphosate.

Ces avantages sont d’intéréts agronomiques et présentent un risque négligeable pour
I’environnement.

3) Possibilité de transfert de génes aux mémes especes ou a d’autres especes
végétales sexuellement compatibles dans les conditions de plantation de la plante
supérieure génétiqguement modifiée et avantages ou inconvénients sélectifs conférés
a ces espéces végétales.

MON 88017 x MON 810, comme tous les autres mais, n’est sexuellement compatible avec
aucune espece de plante sauvage indigéne ou introduite, présente en Europe. Par conséquent,
le potentiel de transfert génétique et d’échanges avec d’autres plantes se limite a la
pollinisation croisée avec d’autres plantes de mais cultivées.

D’une maniere générale, toutes les cultures de mais produites au sein de I’Union Européenne
peuvent s’inter-polliniser. Ainsi, le pollen de mais d’un cultivar hybride spécifique peut étre
disséminé sur de courtes distances par le vent et fertiliser d’autres cultivars présents alentour.

Toutefois, le potentiel de transfert du matériel génétique entre les plants de mais est limité par la
mobilité du pollen de mais. Avec un diametre d’environ 0,1 mm, le pollen de mais est un des
pollens les plus volumineux véhiculé par le vent. En raison de son poids relativement éleve, le
pollen de mais ne se disperse en quantités significatives que sur quelques métres depuis la plante
disséminatrice. Hansen (1999) a montré que dans le voisinage d’un plant de mais a une
distance de 0,1 a 3 métres, le dépdt de pollen sur les feuilles diminuait graduellement. Une
étude francaise de croisement du mais, conduite par ’AGPM (1999) a determiné la
dissémination du pollen au travers du taux de fécondation des plantes voisines. Elle a conclu
que la dissémination du pollen diminuait jusqu’a 1% sur une distance de 10 m par rapport a
la plante disséminatrice.

En outre, il importe de préciser que la probabilité d’inter-pollinisation entre deux champs de
mais voisins dépend de leur synchronisme de floraison, de la distance entre les deux cultures
et de leur orientation, a savoir ‘sous’ le vent versus ‘contre’ le vent pendant la pollinisation.

Dans le cas ou des plants de MON 88017 x MON 810 arrivant a maturité, produiraient du
pollen et polliniseraient la culture située a proximité, les traits présents dans ce mais peuvent,
en théorie, étre transférés a la culture de mais réceptive, et notamment les traits de protection
contre les insectes et de tolérance au glyphosate. Dans une telle situation, les traits modifiés
pourraient s’exprimer dans la descendance de la culture réceptive ; mais ce transfert aurait
dans tous les cas des conséquences négligeables pour I’environnement (cf. question 2 de ce
chapitre).
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En conclusion, la probabilité du transfert des génes de MON 88017 x MON 810

- aux espéces de plantes sauvages, est inexistante, ces espéces n’étant pas présentes en
Europe ;

- et aux mais dans les champs voisins, est fortement limitée : le risque sur I’environnement
consécutif a un tel transfert peut étre considéré comme négligeable.

La majorité du pollen de mais est largement confinée sur de courtes distances depuis la plante
émettrice et, par conséquent, la probabilité de transfert des traits introduits a des cultures de
mais voisines au travers d’une pollinisation croisée est par nature faible. Pour prévenir tout
risque de transfert, les essais au champ avec MON 88017 x MON 810 incluront une barriere
de mais conventionnel autour du site d’essai (de 4 rangs) et une distance d’isolement de 200
m des autres cultures commerciales de mais. Par conséquent, dans les sites d’essais de
MON 88017 x MON 810, la probabilit¢ de croisement des événements MON 88017 et
MON 810 avec d’autres mais sera négligeable.

4) Incidences immédiates et/ou differées que les interactions directes ou indirectes
entre les plantes supérieures génétiquement modifiées et les organismes cibles, tels
que prédateurs, parasitoides et agents pathogenes peuvent avoir sur
I’environnement (le cas échéant).

MON 88017 x MON 810 ne differe du mais conventionnel que par I’expression des protéines :
- Cry3Bb1 qui confére une protection contre la chrysoméle, un insecte nuisible du mais,
- CP4 EPSPS qui conferent la tolérance au glyphosate,

- CrylAb qui assure une protection contre certains insectes nuisibles lépidopteres.

Par définition, le trait de tolérance au glyphosate n’a aucune interaction, directe ou indirecte
avec des organismes cibles. Par conséquence, I’évaluation d’incidences éventuelles entre la
plante génétiqguement modifiée et des organismes cibles ne portera que sur le trait introduit de
protection contre certains insectes nuisibles.

D’une maniere générale, le mais cultivé est connu pour interagir avec une grande diversité
d’insectes nuisibles herbivores qui peuvent causer de sérieux dommages aux cultures,
notamment occasionner de faibles rendements et réduire la qualité des récoltes. La
chrysoméle (Diabrotica virgifera) est un insecte coléoptére qui est un des principaux
ravageurs du mais sur le continent americain. Depuis 1992, ce parasite s’est implanté en
Bosnie et depuis lors, il se répand dans les pays de I’Est. La pyrale (Ostrinia nubilalis) est
un nuisible économiquement important du mais qui s’est propagé dans les principales régions
de cultures du mais en Europe (Dicke et Guthrie, 1988). De méme, la sésamie (Sesamia
nonagrioides), parfois identifiée comme la pyrale de Méditerranée, est un des nuisibles les
plus dommageables du mais dans les pays méditerranéens (Castanera, 1986 ; Anglade, 1972 ;
Melamed-Madjar et Tam, 1980).

MON 88017 x MON 810 exprimant les protéines Bt dérivées de B. thuringiensis offre une
stratégie rationnelle de contr6le de ces trois ravageurs tout en réduisant les codts liés a
I’utilisation d’insecticides conventionnels (Rice et Pilcher, 1999).
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Les activités insecticides des protéines Cry3Bbl et CrylAb sont spécifiques des insectes
cibles. Ces insectes constituent des nuisibles importants dans I’environnement agronomique ;
par conséquent, le contréle direct de leur niveau de population dans les champs de mais se
justifie sur une base agronomique et ne peut pas étre considéré comme un effet néfaste
environnemental en lui-méme.

En outre, il n’existe pas de site de liaison de ces protéines a la surface des cellules intestinales
des mammiferes : les mammiféres et les humains ne sont pas sensibles a I’action toxique de
cette protéine (Hofmann et al., 1988b ; Noteborn et Kuiper, 1995 ; Sacchi et al., 1986).

Plus encore, des recherches au champ approfondies ont montré que le mais protégé par
I’expression de CrylAb présente un risque significativement réduit envers des infestations
secondaires par des champignons pathogénes ou toxigéniques communs, tel que Fusarium
spp., et par conséquent, a le potentiel de contenir de plus faibles niveaux de certaines
mycotoxines (fumonisine par exemple) dans les produits de la récolte telles (Bakan et al.,
2002 ; Magg et al., 2002 ; Masoero et al., 1999 ; Munkvold, 1997, 2002). Or, présentes dans
I’alimentation, les mycotoxines peuvent étre la cause de sérieuses maladies, résultant en de
grandes souffrances voire méme en des déces dans les fermes animales (Etzel, 2002 ; Hussein
et Brasel, 2001 ; Huwig et al., 2001) Ainsi, la réduction de ces ‘contaminants’ dans les
produits de récolte de la lignée de mais MON 88017 x MON 810 est un bénéfice indirect
important — plutét qu’un risque - de I’interaction écologique de ce mais avec ces organismes
cibles.

D’une part, MON 88017 et MON 810 étant équivalents au mais conventionnel, et d’autre part
MON 88017 x MON 810 étant obtenu par croisement conventionnel, il est également
équivalent au mais conventionnel (excepté pour les traits insérés). Cela a été vérifié par
I’analyse de la composition de la plante (Cf. D.5).

Ce mais contient les mémes traits de protection contre les insectes que MON 88017 et
MON 810, et par conséquent interagit avec les mémes organismes cibles. Or, comme détaillé
précédemment, les études de laboratoire et au champ avec MON 88017 et MON 810, ainsi
que les expériences commerciales conduites avec MON 810 (qui exprime la protéine
Cry1Ab) et MON 863 (qui exprime la protéine Cry3Bb1) n’ont répertorié aucune incidence
particuliére de ce mais sur I’environnement suite a ces interactions avec les organismes
cibles. I n’y a donc pas lieu de considérer qu’il en soit autrement pour
MON 88017 x MON 810.

En conclusion, comme MON 88017 et MON 810, MON 88017 x MON 810 induit un risque
négligeable envers I’environnement suite a ses interactions avec ces organismes cibles. Au
contraire, cette culture de mais protégée contre certains coléoptéres et Iépidoptéres nuisibles
cibles présentera des bénéfices environnementaux importants dont :
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1) un contréle satisfaisant et fiable des nuisibles spécifiques du mais tout en
assurant le maintien d’especes bénéfiques et plus largement des organismes
non cibles,

2) une réduction des usages d’insecticides chimiques,

3) une excellente compatibilité avec la lutte intégrée (IPM) et les concepts
d’agriculture durable,

4) des niveaux potentiellement réduits de mycotoxines de champignons telles
que les fumonisines dans les grains de mais.

5) Incidences immédiates et/ou différées que les interactions directes ou indirectes
entre le plantes supérieures génétiqguement modifiées et des organismes non cibles
(compte tenu également des interactions d’organismes avec les organismes cibles),
notamment les incidences sur les niveaux de population des concurrents,
herbivores, symbiotes (le cas échéant), parasites et agents pathogenes.

Puisque MON 88017 x MON 810 est équivalent au mais conventionnel (excepté pour les
traits insérés), I’interaction de ce mais avec les organismes non cibles dans I’environnement
est considérée comme non différente de celle du mais conventionnel, excepté pour son
exposition des nuisibles herbivores de mais aux protéines Cry3Bb1 CP4 EPSPS et CrylAb.
Par organismes non cibles on entend tous les organismes, animaux et plantes, qui pourraient
non intentionnellement étre affectés au travers d’un mécanisme spécifique ou non spécifique
par ces protéines nouvellement exprimées dans le mais.

La probabilité des effets environnementaux adverses résultant de I’exposition des organismes
non cibles aux protéines Cry3Bbl, CP4 EPSPS et CrylAb exprimées dans
MON 88017 x MON 810 est négligeable. En effet, I’estimation de sécurité et une expérience
commerciale (Cf. tableau 1) pour MON 863 (exprimant Cry3Bbl), NK603 (exprimant
CP4EPSPS) et MON 810 (exprimant Cry1Ab) ont montré ou confirmé qu’il n’y a pas d’effet
indésirable ou inattendu. Basé sur notre expérience des pratiques de sélection du mais, les
procédures de test et de sélection pour les nouveaux hybrides et I’efficacité démontrée de
MON 88017 x MON 810 au champ, il n’y pas de raison de suspecter que I’interaction de ce
mais ou de ses protéines nouvellement exprimeées, avec les organismes non cibles puissent
étre altérée significativement, en comparaison avec MON 88017 et MON 810. Plus encore, il
n’y a pas de mécanisme connu permettant de penser que I’une de ces protéines introduites
puisse altérer I’interaction de I’autre avec les organismes non cibles, quand elles sont
présentes simultanément dans MON 88017 x MON 810.

a) Incidences sur les invertébrés non cibles.

) Protéines Cry3Bbl.

MON 88017 x MON 810 a hérité de la modification génétique contenue dans MON 88017 : il
exprime ainsi les mémes protéines Cry3Bb1 et CP4 EPSPS.
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La protéine Cry3Bbl confere au mais la protection contre la chrysoméle (Diabrotica
virgifera), un coléoptere nuisible du mais. Cette protéine a déja été utilisée depuis longtemps
sans qu’aucun impact négatif n’ait été recensé. Le produit Raven Oil (préparation a base de
protéines Bt) commercialisé aux Etats-Unis (EPA 2005) contient également de protéines
Cry3Bbl. Enfin, le mais MON 863 qui exprime une protéine Cry3Bb1 est commercialisé aux
Etats-Unis depuis 2003. Pour ces deux produits commercialisés, aucun effet sur les
invertébrés non cibles n’a été reporte.

L’activité de la protéine Cry3Bb1 est spécifique des coléopteres. Cette protéine est spécifique
de la famille des chrysomelidés (VVan Tersch et al 94, EPA 2003).

L’EPA (Agence de I’Environnement aux Etats-Unis) (EPA2003) a conduit une évaluation
compléte sur les effets potentiels de la protéine Cry3Bb1 pour I’étude du dossier MON 863 et
a conclu a I’absence de risque de cet évenement sur différents organismes non cibles. Du fait
que le mais MON 88017 exprime une proteine Cry3Bbl qui est physiologiquement et
fonctionnellement équivalente a la protéine Cry3Bbl de MON 863, I’absence de risque
s’applique également a MON 88017.

En effet, I’évaluation des effets potentiels de MON 88017 a été estimée a partir des doses
sans effets obtenus pour différents invertébrés avec la protéine Cry3Bbl et des doses
maximales auxquelles ces organismes peuvent étre exposés via le mais MON 88017. Cette
évaluation a été menée pour les organismes suivants :

- Cladoceran (Daphnia magna), constitutif du zooplancton

- Collembole (Folsomia candida),

- Abeille adulte (Apis mellifera)

- larve d’abeille (Apis mellifera)

- Coccinelle adulte (Hippodamia convergens)

- Chrysope (Chrysoperla carnea), insecte prédateur bénéfique

- Guépe parasitoide (Nasonia vitripennis), insecte prédateur bénéfique
- Ver de terre (Eisenia fetida)

Tout comme pour le mais MON 863, les organismes non cibles en présence de mais
MON 88017, sont exposés a la protéine Cry3Bbl a des seuils largement en deca de ceux
pouvant présenter un risque.

i) Protéine CP4ESPS

MON 88017 x MON 810 a hérité de la modification génétique contenue dans le mais
MON 88017 : il exprime ainsi les mémes protéines Cry3Bbl et CP4 EPSPS.

CP4EPSPS confere la tolérance au traitement avec du glyphosate. Précisons que les cultures
de soja, de coton et de colza tolérantes au glyphosate, exprimant toutes des protéines quasi
identiques, ont eté déeveloppées et sont actuellement commercialisées par Monsanto.

La CP4 EPSPS, bien que protéine nouvellement exprimée dans les cultures tolérantes au
glyphosate, n’est pas une nouvelle protéine dans I’environnement.

Monsanto Agriculture France SAS Novembre 2006 60



En effet, le géne cp4 epsps présent dans les vecteurs utilisés pour produire les plants tolérants
au glyphosate, est dérivé du génome d’une bactérie commune du sol : Agrobacterium sp.
souche CP4. Il s’agit d’une enzyme impliquée dans le schéma biochimique shikimate, elle
n’a pas d’organisme cible, ni de toxicité liée a son mode d’action. Ces CP4 EPSPS sont
structurellement et fonctionnellement similaires aux autres enzymes EPSPS endogénes des
plantes habituellement consommeées et présentes dans des sources microbiennes.

De plus, les organismes non cibles interagissant avec le mais ont évolués en interaction
étroite avec un large spectre de plantes vertes et de micro-organismes ; par conseéquent, ces
organismes ont historiquement été exposés a cette famille de protéines. Les protéines EPSPS
peuvent donc faire état d’une longue expérience sans impact envers les organismes non
cibles.

Sur la base de leur omniprésence dans I’environnement et de leur historique de sécurité, il n’y
a pas a priori de raison de suspecter qu’une protéine EPSPS possede une activité biologique
envers des organismes non cibles.

iii) Protéine CrylAb.

MON 88017 x MON 810 a hérité de la modification génétique contenue dans le mais
MON 810 : il exprime ainsi la méme protéine CrylAb qui confere la protection a certains
insectes nuisibles lépidoptéres spécifiques cibles. Bien que CrylAb soit une protéine
nouvellement exprimée dans le mais (et dans d’autres cultures génetiquement modifiées),
cette protéine a déja été utilisée depuis longtemps sans gu’aucun impact négatif n’ait été
recensé. La protéine CrylAb toute entiere encodée par le géne crylAb qui a été utilisé pour
produire le mais MON 810, et le noyau de la protéine présentant une activité insecticide,
produite dans I’intestin des insectes suite a I’ingestion, sont identiques aux protéines
respectives Cry1Ab de longueur entiére et au noyau résistant a la trypsine contenues dans les
formulations a base de micro-organismes de souche Btk utilisées au cours des 40 dernieres
années dans les pulvérisations commerciales Bt. Or, il existe une documentation détaillée sur
I’absence d’effet non-cible résultant de I’utilisation de ces préparations d’organismes de
souche Btk contenant la protéine CrylAb (Melin et Cozzi, 1990). Les protéines CrylAb sont
de plus connues pour étre extrémement sélectives des insectes lépidoptéres (Dulmage, 1981 ;
Klausner, 1984 ; Aronson et al., 1986 ; Whiteley et Schnepf, 1986 ; Maclntosch et al.,
1990) : elles se lient ainsi spécifiquement aux récepteurs sur I’intestin moyen des insectes
lépidopteres (Wolfersberger et al., 1986; Hofmann et al., 1988a; Hofmann et al., 1988b; Van
Rie et al., 1989; Van Rie et al., 1990) et n’ont aucun effet nuisible sur les insectes bénéfiques
ou autres insectes non cibles, dont les prédateurs et les parasitoides des insectes nuisibles
lepidopteres ou encore les abeilles (Apis mellifera) (Cantwell et al., 1972 ; Krieg et
Langenbruch, 1981 ; Flexner et al., 1986 ; EPA, 1988 ; Vinson, 1989 ; Melin et Cozzi, 1990).

Pour confirmer et étendre les données générées grace a ces produits microbiens, I’impact
potentiel de la protéine CrylAb sur les organismes non cibles a éte évalué sur différents
organismes représentatifs. Ces études ont été reportées en détail dans le dossier C/FR/95/12-
02 relatif au mais MON 810, qui a été autorisé a la culture et a I’utilisation en Europe. Les
espéces non cibles testées inclus :
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a) les abeilles (Apis mellifera L.) larvaire et adulte, insecte pollinisateur bénéfique,
b) Chrysoperla carnea, insecte prédateur bénéfique,

c) Brachymeria intermedia, parasite des mouches,

d) Hipodamia convergens, insecte prédateur bénéfique,

e) les vers de terre (Eisenia fetida), espece représentative détritivore du sol.

En outre, le matériel foliaire de plants de mais MON 810 a été utilisé dans les études des
organismes du sol non cibles utilisant Collembola (Folsomia candida).

Toutes ces études sur organismes non cibles ont montré que la mortalité des especes
d’insectes (a, ¢) non-lépidoptéres et de trois autres organismes (b, d, €) représentatifs exposés
a la protéine CrylAb ne differe pas significativement de la mortalité de contréle.
Parallelement, aucune toxicité aigué n’a été observée pour les trois especes de prédateurs
(Coleomegilla maculata, Orius insidiosus et Chrysoperla carnea) exposés au pollen de
plantes exprimant la protéine Cry1lAb (Pilcher et al., 1997). De méme, aucun effet spécifique
n’a été observé lorsque Folsomia candida et Oppia nitens ont été nourris avec des feuilles de
coton contenant les protéines CrylA(c) et CrylAb (Yu et al., 1997). Enfin, dans les
experimentations conduites au champ en 1994, les comparaisons des plants de mais
exprimant la protéine CrylAb et des plants de contrdle n’ont mis en évidence aucune
différence sur I’oviposition et I’attaque de la pyrale par les ennemis naturels (Orr et Landis,
1997). Tous ces résultats tendent & montrer I’innocuité de la protéine CrylAb envers les
organismes non cibles.

iv) Conclusion pour les invertébres :

En conclusion, le potentiel d’effets adverses environnementaux du mais MON 88017 x MON
810 sur les invertebres non cibles au travers d’interaction écologiques directes ou indirectes
avec ce mais ou au travers de contact avec les protéines exprimées Cry3Bbl, CP4 EPSPS et
CrylAb est négligeable; cela se base sur une grande diversité d’espéces examinees,
considérées comme représentatives du large spectre de vie d’invertébrés qui peuvent étre
observés dans tous les compartiments des écosystemes inférieurs — et supérieurs- du sol
interagissant avec la culture.

b) Incidences sur les plantes non cibles :

D’une part, MON 88017 et MON 810 étant équivalents au mais conventionnel, et d’autre part
MON 88017 x MON 810 étant obtenu par croisement conventionnel, il est également
équivalent au mais conventionnel (excepté pour les traits insérés). Cela a été vérifié par
I’analyse de la composition de la plante (Cf. D.5)

Or, si I’on considére que le risque que la présence de ces traits impacte sur la persistance,
I’aptitude a envahir I’environnement ou la compétitivité est négligeable, il est fortement
improbable que le mais MON 88017 x MON 810 differe du mais conventionnel concernant la
compétition directe et indirecte avec d’autres plantes pour les ressources naturelles que sont
le sol, I’espace, I’eau ou encore la lumiere. En conclusion, le potentiel du mais MON 88017 x
MON 810 a causer des effets environnementaux adverses sur les plantes non cibles, au
travers de la compétition pour les ressources naturelles est négligeable.
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c) Incidences sur les vertébrés non cibles :

La protéine Cr3Bbl a déja fait I’objet d’étude sur animaux approfondie pour le mais
MONS863 qui ont permis de conclure & son innocuité (CGB (2004), AFSSA (2004) et EFSA
(2004)).

Si I’on considére les données approfondies de sécurité animale des protéines CP4 EPSPS et
CrylAb, la probabilité d’une incidence néfaste de ce mais sur les vertébrés prédateurs,
interagissant ou dépendant d’autres organismes est négligeable (Harrison et al., 1996 ;
Naylor, 1992. Cette conclusion est confirmeée par les résultats des expériences d’alimentation
animale conduites sur poulets fortement sensibles et capables de croitre rapidement. Ces
poulets ont été nourris avec du grain entier de mais NK603 x MON 810 contenant a la fois
deux protéines CP4EPSPS et Cr1Ab en combinaison (Taylor et al., 2003) : I’absence d’effets
néfastes immédiats ou différés des protéines CP4 EPSPS et CrylAb dans ces tests animaux a
été établie.

Par conséquent, il est fortement improbable que le mais MON 88017 x MON 810 ou ses
protéines exprimées Cry3Bbl, CP4 EPSPS et CrylAb puissent causer un effet nefaste
immeédiat ou différé sur les animaux sauvages qui ont élu domicile ou méme fouinant dans le
voisinage de I’essai : cela est cohérent et prévisible sur la base des données et de I’expérience
de mise en culture des mais MON863 exprimant la protéine Cr3Bb1, NK603 exprimant la
CP4EPSPS et MON 810 exprimant le Cry1Ab.

d) Conclusion:

Pour conclure, le mais MON 88017 x MON 810 et le mais conventionnel étant équivalents
dans leurs caractéristiques biologiques et agronomiques, les interactions du mais MON 88017
x MON 810 avec les organismes non cibles dans I’environnement ne sont pas différentes de
celles du mais conventionnel. Ainsi, les risques environnementaux résultant des interactions
écologiques des organismes non cibles avec le mais MONB810 sont négligeables.

Précisons que certaines études conduites avec le mais tolérant au glyphosate suggére que ce
systéeme agronomique peut promouvoir la prolifération d’arthropodes bénéfiques au travers
de I’augmentation du niveau de la biomasse de mauvaises herbes présente dans les parcelles
si les applications de I’herbicide a base de glyphosate sont appliquées significativement apreés
I’émergence des adventices (Hough-Goldstein et al., 2002). A I’identique, le trait de
protection sélectif contre les insectes dans le mais MON 88017 x MON 810 peut apporter un
bénéfice significatif - plutdt qu’un risque - pour les organismes non cibles dans le champ et
les écosystemes adjacents.

Enfin, la présence des traits Bt de protection contre les ravageurs du mais donne aux
agriculteurs la possibilité de réduire les utilisations d’insecticide a large spectre. Ainsi tout en
permettant un contrdle fiable de certains nuisibles du mais, ils maintiennent les populations
d’organismes non cibles dans les parcelles cultivées.
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6) Effets immédiats et/ou différés éventuels sur la santé humaine résultant des
interactions directes ou indirectes potentielles entre les plantes supérieures
génétiqguement modifiées et les personnes travaillant ou entrant en contact avec la
ou les PSGM disséminées ou se trouvant a proximité.

Précisons que dans le cadre de cette demande, qui se rapporte a la seule dissémination a des
fins de recherche et de développement du mais MON 88017 x MON 810, les personnes étant
en contact avec ce mais seront essentiellement des scientifiques, des ingénieurs et des
techniciens au champ lors de sa manipulation ; en effet, I’ensemble du matériel végetal
transgénique non utilisé, ou prélevé a des fins d’analyses en laboratoire sera au final détruit et
n’intégrera en aucun cas une chaine d’alimentation humaine ou animale.

D’une part, MON 88017 et MON 810 étant equivalents au mais conventionnel, et d’autre part
MON 88017 x MON 810 étant obtenu par croisement conventionnel, il est également
équivalent au mais conventionnel (excepté pour les traits insérés). Cela a éte verifié par
I’analyse de la composition de la plante (Cf. D.5),

Par conséquent, en théorie, seule I’expression de ces trois protéines dans la méme plante
pourrait étre a méme d’avoir une incidence immédiate ou différée sur la santé humaine.
Toutefois, de telles incidences sont fortement improbables puisque aucun effet de ce type n’a
été répertorié lors des études d’évaluation portant sur le mais transgénique MON 88017. De
plus, une large expérience commerciale pour les mais MONB863 (exprimant Cry3Bb), NK603
(exprimant CP4EPSPS) et MON 810 (exprimant CrylAb (cf tableau 1) ont montré ou
confirmé qu’il n’y a pas d’incidence sur la santé humaine.

Les effets potentiels des protéines nouvellement exprimées dans le mais MON 88017 x MON
810 sur la santé humaine ont déja été discutés dans ce dossier (cf paragraphe D.7).
L’innocuité de ces protéines sur la santé humaine a ainsi été établie sur la base

a) d’une caractérisation détaillée de chacune des proteines,

b) d’une comparaison de ces protéines a des toxines protéiques ou allergenes connus,

c) lavitesse de digestion dans des fluides simulés gastriques et

d) des évaluations de toxicité aigué pour chacune des protéines dans les études de

gavage oral chez les rongeurs.

Pour I’une comme pour I’autre des protéines, aucun effet particulier sur la santé humaine n’a
été mis en évidence.

En plus des nombreuses études au champ ont été réalisées aux Etas-Unis et en Europe avec
les mais déja commercialisés: MON863 (exprimant Cry3Bb), NK603 (exprimant
CP4EPSPS) et MON 810 exprimant CrylAb) Des tests au champ et I’expérience de
commercialisation ne donnent pas lieu de penser que les risques professionnels lies a la mise
en culture, au stockage, a la manutention, a la transformation et a I’utilisation a des fins
alimentaires du mais MON 88017 x MON 810 sont différents de ceux liés au mais
conventionnel.
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En conclusion, comme la probabilité d’incidences sur la santé des individus entrant en
contact avec ce mais MON 88017 x MON 810 n’est pas différente de celle du mais
conventionnel. En effet, les traits introduits de tolérance au glyphosate et de protection contre
les insectes, transmis par I’expression respectivement des protéines Cry3Bb1, CP4 EPSPS et
Cry1ADb, présente un risque toxique ou allergéene négligeable.

7) Effets immédiats et/ou différés éventuels sur la santé des animaux et
conseéquences pour la chaine alimentaire résultant de la consommation de I’OGM
ou de tout produit dérivée s’il est destiné a étre utilise en tant qu’aliment pour
animaux.

Au cours des siécles d’expérience avec le mais conventionnel, domestiqué en Europe, aucun
effet néfaste sur la santé du bétail ou des animaux de basse-cour n’a été répertorié. D’une
part, MON 88017 et MON 810 étant équivalents au mais conventionnel, et d’autre part
MON 88017 x MON 810 étant obtenu par croisement conventionnel, il est également
équivalent au mais conventionnel (excepté pour les traits insérés). Cela a éte verifié par
I’analyse de la composition de la plante (Cf. D.5)

La sécurité alimentaire des protéines CP4 EPSPS et CrylAb qui expriment ces traits a été
diment établie par le passé par les données générées pour le mais NK603 (cf. dossier
C/ES/00/01) et le mais MON 810 (cf. dossier C/FR/95/12-02). Plus récemment, la protéine
Cry3Bbl qui est également exprimée par le mais MON863 a été également évaluée. En
Europe, plusieurs agences ont donné un opinion positive a la consommation de ce mais
MONS863 (CGB (2004), AFSSA (2004) et EFSA (2004)).

Le mais MON 88017 x MON 810 exprime simultanément les trois nouvelles protéines
introduites. Mais il n’y a pas lieu d’envisager des interactions significatives entre Cry3Bb1,
CP4 EPSPS et CrylAb (Cf. D-7 et E-2); par conséquent, les conclusions établies sur
I’innocuité de ces protéines lorsqu’elles s’expriment individuellement dans les mais
MON 88017 et MON 810 ne sont pas remises en cause et s’appliquent de la méme maniere a
I’expression combinée de ces protéines dans les MON 88017 x MON 810.

En conclusion, au méme titre que le mais conventionnel, le mais MON 88017 x MON 810 est
sans danger pour I’alimentation animale.

La probabilité d’effets immédiats ou différés sur la santé animale ou humaine (chez les
hommes consommant ces animaux) de I’utilisation du mais MON 88017 x MON 810 est
négligeable. De ce fait, le risque inhérent a ce mais dans la chaine alimentaire
humaine/animale est lui aussi négligeable.

Il importe en outre de repréciser que cette demande porte exclusivement sur la conduite au

champ d’essais expérimentaux et qu’en aucun cas, la récolte ne sera utilisée a des fins
d’alimentation animale.
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8) Incidences immédiates et/ou différées que les processus biogéochimiques
résultant des interactions directes et indirectes potentielles de I’OGM et des
organismes cibles et non cibles a proximité du ou des OGM disséminés.

D’une maniere générale, la production de mais est connue pour avoir des impacts indirects
sur les processus biogéochimiques au travers du labour, de la fertilisation, et de la conduite
d’une monoculture dans une zone définie.

D’une part, MON 88017 et MON 810 étant equivalents au mais conventionnel, et d’autre part
MON 88017 x MON 810 étant obtenu par croisement conventionnel, il est également équivalent
au mais conventionnel (excepté pour les traits insérés) et présente des caractéristiques de
morphologie, de développement, de rendement, de dissémination, de santé sanitaire et de
survie équivalentes: il n’y a donc pas lieu de penser que ce mais est significativement
différent du mais conventionnel pour ce qui est de son influence directe sur les niveaux de
nutriments dans le sol.

La seule caractéristique qui peut, en théorie, étre a méme d’avoir une incidence sur les
organismes non cibles impliqués dans les processus biogéochimiques est leur exposition
potentielle aux protéines nouvellement exprimées Cry3Bbl, CP4-EPSPS et CrylAb dans le
méme mais MON 88017 x MON 810.

Cependant, cela apparait fortement improbable pour ce mais résultant d’un croisement
conventionnel des lignées de mais MON 88017 et MON 810, puisque aucune incidence n’est
connue pour I’une ou I’autre de ces mais.

Durant son cycle de vie au champ, le mais MON 88017 x MON 810 interagit avec un spectre
d’invertébrés non cibles qui sont impliqués dans les processus biogéochimiques du sol.
Cependant, il a été montré que les protéines Cry3BB1, CP4 EPSPS et CrylAb exprimées
dans le mais MON 88017 x MON 810 présentent un risque négligeable de provoquer des
effets environnementaux adverses au travers de leurs interactions directes ou indirectes avec
les organismes non cibles, dont les organismes qui sont impliqués dans la fonction de
décomposition dans le sol (cf. paragraphes 4 et 5 de ce chapitre).

Les populations de bactéries et de champignons sont aussi des éléments clés du maintien de
I’état sanitaire et de la qualité des sols. Les communautés microbiennes du sol qui servent
d’intermédiaires dans les processus biogéochimiques sont fortement complexes et souvent
caractérisées par une forte diversité microbienne (Tiedje et al., 1999). La diversité et la
profusion de ces organismes et par conséquent leurs processus microbiens sont
significativement affectés par des facteurs biotiques (groupement de caracteristiques et
dynamiques), des facteurs abiotiques (structure du sol, type d’argile, capacité d’humidité,
conditions environnementales, pH) et d’utilisation des sol (culture, pratique de labours,
historique des cultures cultivées précédemment). Les pratiques agricoles telles que la
fertilisation, les techniques de labours peuvent aussi avoir des effets importants sur ces
populations microbiennes du sol, la composition des espéces, la colonisation et les processus
biochimiques associés (Alexander, 1961). En conséquence, une variation significative dans
les populations microbiennes est attendue dans I’environnement agricole.
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Bien que les protéines Cry3Bbl, CP4 EPSPS et CrylAb présentes dans le matériel de mais
MON 88017XMON 810 en décomposition, soient considérées comme étant nouvellement
dans ce mais, elles ne constituent pas de nouvelles protéines dans le sol. Les génes cry3Bb1,
cp4 epsps et crylAb, utilisés dans ce mais génétiquement modifié sont dérivés du génome de
deux bactéries communes du sol : Agrobacterium sp. (pour CP4) et Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki, (pour les protéines Cry).

Le mécanisme toxique des protéines Bt, Cry3Bb1 et CrylAb, a été précisément caractérisé
(cf dossier C/FR/95/12-02, EPA 2003) et ces protéines se sont révélées spécifiques de
certains insectes nuisibles coléoptére et Iépidoptéres cibles. En consequence, le potentiel
d’activité de cette protéine envers les microorganismes est négligeable. En plus, il a été
démontré que les protéines Cry se dégradent rapidement dans le sol (Sims et Holden, 1996,
Palm et al., 1994, West et al. 1984, West, 1984 et Pruett et al., 1980).

Cette dégradation rapide renforce I’absence de nuisibilité de Cry3Bbl et CrylAb sur les
microorganismes impliqués dans la fonction de décomposition et les organismes non cibles
résidant dans le sol.

Les protéines CP4 EPSPS appartiennent a une classe de protéines EPSPS bien connues,
inoffensives, qui sont communément présentes dans les bactéries, les champignons, les
algues et dans toutes les plantes supérieures. La plupart des décomposeurs expriment en fait
eux-mémes des protéines EPSPS. Par conséquent, les ‘décomposeurs’ et les détritivores
interagissant ont été historiqguement exposés a une diversité de ces protéines EPSPS
naturelles et il n’y a aucune raison a priori de suspecter qu’elles aient un effet néfaste sur la
fonction de décomposition.

Enfin, une importante expérience commerciale au travers de la commercialisation de cultures
exprimant différentes CP4 EPSPS et de cultures protégées contre les insectes exprimant la
protéine Cry3Bbl (MON863) CrylAb (MON 810) n’a révélé aucun effet adverse ou
indésirable sur les processus biogéochimiques et la fertilité des sols.

En conclusion, il est fortement improbable qu’il y ait une différence entre le mais
MON 88017 x MON 810 et le mais conventionnel dans leur influence directe sur les niveaux
de nutriments du sol. En outre, il est fortement improbable que les interactions directes ou
indirectes entre ce mais et les décomposeurs ou détritivores dans I’environnement réceptif
puissent causer un effet immédiat ou différé sur les fonctions de décompositions ou de
recyclage des nutriments dans le sol. En résumé, le risque environnemental d’impact sur les
processus biogéochimiques, suite aux interactions du mais MON 88017XMON 810 avec les
organismes cibles ou non cibles dans le sol est négligeable.
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9) Incidences immédiates et/ou différées, directes ou indirectes, que les techniques
spécifiques de culture, de gestion et de récolte utilisées pour les plantes supérieures
génétiguement modifiées peuvent avoir sur I’environnement lorsqu’elles sont
différentes de celles utilisées pour des plantes supérieures non génétiquement
modifiées.

D’une part, MON 88017 et MON 810 étant equivalents au mais conventionnel, et d’autre part
MON 88017 x MON 810 étant obtenu par croisement conventionnel, il est également
équivalent au mais conventionnel (excepté pour les traits insérés). Cela a été vérifié par
I’analyse de la composition de la plante (Cf. D.5)

Ainsi, toutes les pratiques agronomiques actuellement utilisées pour la production de mais
dans I’Union Européenne restent applicables pour le mais MON 88017 x MON 810 et aucune
nouvelle ou spécifique technique de culture, de gestion, ou de récolte n’est nécessaire.
L’option supplémentaire d’utiliser un traitement herbicide a base de glyphosate dans la
culture du mais est considérée comme un nouvel outil pour une technique de gestion déja
existante dans le mais, c’est a dire le contr6le optimum des adventices.

En conclusion, aucune caractéristique des plantes génétiqguement modifiées ne peut étre
identifiée comme pouvant causer des effets adverses environnementaux, suite a un besoin
spécifiqgue d’un changement dans les pratiques agricoles. Par conséquent, I’impact
environnemental des techniques de culture, de gestion et de récolte appliquées dans les essais
planifiés est considéré comme non différent des mises en culture de tout autre mais.

Il est actuellement attendu que la production de mais MON 88017 x MON 810 aura un impact
positif sur les pratiques agronomiques actuelles dans la culture du mais. La protection contre
des ravageurs tres nuisibles du mais offrira de nombreux bénéfices :

1. un moyen fiable de contréler les insectes nuisibles cibles coléoptére et Iépidopteres de
mais,

2. le controle des insectes cibles tout en respectant les espéces bénéfices et autres
especes non cibles,

3. lutilisation réduite des insecticides chimiques (Rice and Pilcher, 1999) et par
consequent une exposition réduite de I’applicateur,

4. la compatibilité avec la lutte intégrée et les systemes d’agriculture durables,

le potentiel de conserver des niveaux réduits de mycotoxines (par exemple

fumonisine) dans les grains de mais (Munkvold et al., 1999 ; Masoero et al., 1999)

6. pas d’exigences supplémentaires de labour ou d’équipement, ce qui implique que la
technologie soit utilisable aussi bien pour les agriculteurs de petites comme de
grandes exploitations.

o

L utilisation du glyphosate en désherbage du mais permettra également a I’agriculteur de tirer
avantage des propriétés favorables a I’environnement et de sécurité de cette herbicide (cf.
I’inclusion du glyphosate sur Annexe | de la Directive 91/414/EEC) :

1. une option de contrble des adventices supplémentaire a large spectre,

2. un nouveau mode d’action herbicide pour le désherbage dans le mais,

3. une flexibilité accrue pour traiter les mauvaises herbes sur la base du ‘si nécessaire’,

4. un contrble des adventices a un co(t effectif.
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10) Détermination du risque global de I’OGM.

L’analyse des caractéristiques du mais MON 88017 x MON 810, spécialement en
comparaison avec I’expérience de mise en culture de mais conventionnel dans I’Union
Européenne, a montré que les risques d’effets adverses potentiels sur la santé humaine et
animale et I’environnement récepteur, résultant des essais au champ planifiés avec le mais
MON 88017 x MON 810 sont négligeables.

Par conséquent, le risque environnemental global posé par I’expérimentation avec cette

plante supérieure génétiqguement modifiée est negligeable et aucune stratégie spécifique pour
la gestion du risque n’est requise.
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